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RESUME 
Analyse des interactions entre les cellules epitheliales intestinales et le 
collagene 
Annie Morin 
Departement d'anatomie et biologie cellulaire, Faculte de medecine, 
Universite de Sherbrooke 
Le collagene occupe une place importante au niveau de plusieurs champs d'etude. En 
plus d'etre reconnu, dans le domaine de la biologie cellulaire, pour ses proprietes 
adhesives aux cellules environnantes, physiologiquement le collagene contribue au 
maintient de l'unite fonctionnel des organes grace a son r61e de soutien. Le collagene 
repond egalement a maints champs d'exploitation, dont la cosmetologie, pour son 
apport hydrique, la chirurgie, vu sa propriete d'agregeant plaquettaire et de colle lors 
de suturation des plaies, mais egalement celui de l'orthopedie ou le collagene sert a la 
regenerescence osseuse. Cependant, les collagenes utilises dans ces spheres 
d'activites, sont majoritairement d'origine bovine, ovine, caprine ou murine. Etant 
donne que le collagene d'origine mammifere est susceptible d'etre contamine par des 
prions et done de transmettre a l'humain l'encephalopathie spongiforme bovine, une 
maladie mortelle, et que le collagene de queue de rat n'est disponible qu'en petite 
quantite et sous une forme denaturee, nous avions pour objectif d'analyser les 
particularites d'un nouveau collagene natif extrait de la peau de poissons d'eau 
chaude. 
Dans cette etude, nous avons utilise les cellules epitheliales intestinales humaines 
indifKrenciees HIEC comme modele cellulaire, afin de comparer la morphologie, 
1'adhesion, la differenciation et la proliferation des cellules cultivees sur le collagene 
natif marin a celles cultivees sur le collagene de queue de rat standard. Les resultats 
obtenus par diverses methodes dont la microscopie a contraste de phase, les tests 
d'adhesion, l'immunobuvardage de type Western, le RT-PCR et 
1'immunofluorescence indirecte ont permis de demontrer de grandes similitudes entre 
les deux types de collagene analyses. 
Les resultats obtenus demontrent que le collagene natif marin est tres semblable au 
collagene de queue de rat, en ce qui a trait a son aspect adhesif et son incapacite a 
induire la differenciation cellulaire. D'autre part, le collagene marin adopte une 
conformation structurale beaucoup plus organisee, sous forme de fibrilles trimeriques, 
alors que la solution de collagene de queue de rat contient principalemeht que des 
monomeres. De plus, le collagene marin semble etre significativement moins pro-
proliferatif que le collagene de queue de rat. Cette particularite nous parait bien 
ihteressante, puisque le collagene natif marin pourrait avoir de nombreuses retombees 
sur le marche therapeutique, afm de soulager les patients atteints de maladies associees 
avec une hyperproliferation comme le psoriasis. Un baume a base de collagene marin 
serait en mesure de reduire la proliferation des cellules epidermiques et par le fait 
raerae limiter la progression des lesions, par exemple. Plusieurs laboratoires de 
recherche pourront beneficier des proprietes comparables du collagene natif marin a 
moindre coflt et plus securitaire pour la sante. 
Mots cles : Collagene, Integrine, Proliferation, Cellules intestinales humaines. 
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I-INTRODUCTION 
1. Le tube digestif 
II s'agit d'un tube complexe mesurant environ 10 a 12 metres de long, s'6tendant de la 
bouche a l'anus, ou se fait le transit des aliments. L'organogenese du tube digestif 
chez l'humain debute des la 5e semaine de grossesse et se poursuit jusqu'a la 
naissance, so it 35 semaines plus tard. Trois parties distinctes du tube digestif 
embryonnaire ont ete identifiees pour donner une portion bien determinee du tube 
digestif adulte (Ghitescu et al., 2001). 
La premiere partie est l'intestin anterieur (foregut), qui s'etend de la bouche a l'anse 
intestinale et sera composee, lors de la fin de l'organogenese, par le pharynx, 
l'oesophage, la moitie du duodenum, ainsi que par deux glandes annexes viscerales, 
soient le foie et le pancreas. Ce premier segment aura pour fonction la digestion. 
La seconde partie est l'intestin moyen (midgut), qui correspond a l'anse intestinale et 
sera formee par la seconde portion du duodenum, le grele, le caecum, le colon 
ascendant et les deux tiers du colon transverse. Ce deuxieme segment accomplira des 
fonctions de digestion terminale et d'absorption. 
La troisieme et derniere partie est l'intestin posterieur (hindgut), qui s'etend de l'anse 
intestinale jusqu'au cloaque et sera constitute par le tiers gauche du colon transverse, 
le colon descendant, le sigmoi'de et le rectum. Ce dernier segment aura pour fonction 
Pabsorption de l'eau et l'elimination (Tortora et al., 1994). 
1.1. Aspect anatomique et histologique de l'intestin grele humain 
L'intestin grele est la portion la plus longue du tube digestif, s'etendant sur pres de 
sept metres entre l'estomac et le colon. L'intestin grele est a la fois un organe de 
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digestion et d'absorption. C'est a ce niveau que le chyme gastrique est soumis aux 
influences des secretions biliaire, pancreatique et intestinale avant de pouvoir etre 
absorbe. Cliniquement et radiologiquement, Pintestin grele se distingue en deux 
portions, tout d'abord le duodenum, la portion fixe et le jejuno-ileon (le grele), la 
portion mobile, alors qu'histologiquement, l'intestin grele est separe en trois portions 
distinctes, relativement a des subtilites histologiques, soient le duodenum, le jejunum 
et Pileon (Ghitescu et al., 2001). 
Des son arrivee dans la lumiere du duodenum, Pacidite du chyme gastrique est 
tamponnee par la secretion concomitante du pancreas, de la vesicule biliaire et du foie, 
neutralisant ainsi le chyme a Paide de sues pancreatiques, de bicarbonates de sodium 
et de bile (Guyton et Hall, 2000). L'intestin grele remplit alors de nouvelles fonctions, 
soient P absorption des elements nutritifs digeres, ainsi que la digestion terminale des 
sucres et des proteines. Cette nouvelle fonction est assuree par les cellules absorbantes 
(enterocytes), qui composent en majorite Pepithelium de la muqueuse intestinale. 
Cependant, Pabsorption des nutriments ne serait pas aussi efficace si ce n'etait pas de 
la presence des valvules conniventes sur lesquelles s'ajoutent des villosites, qui 
augmentent considerablement la surface de contact de Pepithelium avec le contenu 
intestinal, e'est-a-dire la surface d'absorption (Ghitescu et al., 2001). 
1.2. Axe crypte-villosite 
L'axe crypte-villosite est en fait Punite fonctionnelle de l'intestin. Le compartiment 
cryptal (glande de Lieberktlhn) est principalement compose de cellules proliferatives 
indifferenciees et de cellules en voie de differenciation. Le tiers inferieur des glandes 
contient les cellules indifferenciees pluripotentes, qui par division mitotique (tiers 
moyen) se differencient (tiers superieur) pour devenir des cellules du compartiment 
villositaire, qui seront nominees ci-apres. Presque toutes ces cellules differenciees se 
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deplacent progressivement en remontant le long de la paroi de la glande et de la 
villosite, pour finalement aboutir a l'apex et §tre elimine par un procede apoptotique 
(Renehan et al., 2001). Ainsi, Perithelium de la muqueuse intestinal est ainsi 
continuellement renouvele, tous les 3 a 5 jours. Localisees au fond des glandes, on 
retrouve egalement des cellules matures differenciees, nominees cellules de Paneth 
qui, contrairement aux autres cellules differenciees, retournent a la base de la glande 
(Potten, 1990). Ces dernieres contribuent, par une synthese proteique prononcee, au 
role defensif antimicrobien assure par la secretion de lysosyme (Erlandsen et al., 1974; 
Porter et al., 2002 et Salzman et al., 2003), de defensines (Porter et al., 1997; 
Ouellette, 1997 et Bevins et al., 1999) et de phospholipase A2 (Nevalainen et al., 
2001). 
Le compartiment villositaire est forme par des cellules pleinement differenciees, 
majoritairement des cellules absorbantes, plusieurs cellules a mucus et quelques 
cellules entero-endocrine (Leblond, 1981 et Babyatsky et Podolsky, 1999). II est 
possible d'identifier les cellules absorbantes, puisqu'il s'agit de cellules hautes, a 
noyau oval situe dans la partie inferieure de la cellule. Les tres nombreuses 
microvillosites (bordure en brosse) qui s'herissent a leur pole apical sont responsable 
de l'aspect strie de cette region cellulaire. Pour leur part, les cellules h mucus 
(caliciformes) sont facilement distinguables, puisque le pole apical de ces dernieres est 
distendu par Vaccumulation d'abondantes gouttelettes de mucigene. Le noyau, ainsj 
que les organites de ce type cellulaire, s'entassent a son pole basal dans le peu 
d'espace libre. Le mucus, continuellement secrete par ces cellules tapisse la muqueuse 
intestinale. Enfin, les cellules entero-endorines, par leurs caractreres morphologiques 
suggerent une fonction endocrine et se retrouve principalement dans la premiere 
portion de l'intestin grele. Tout comme les cellules entero-endocrines de l'estomac, 
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elles secretent des hormones telle que la gastrine, qui stimule les cellules parietales de 
1'estomac, la cholecystokinine, qui stimule le pancreas exocrine a la vidange de la 
vesicule biliaire et la secretine, qui stimule la secretion d'ions et d'eau par le foie et le 
pancreas. Par le biais de tous ces signaux endocriniens, ce type de cellule epitheliale 
intestinale parvient a creer une fonctionnalite entre le tube digestif proprement dit et 
ses organes complementaires qui lui sont associes (Guyton et Hall, 2000). 
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2. Interactions 
Toutes les cellules epitheliales intestinales caracterisees precedemment ont un role 
distinct et precis a accomplir, afin de maintenir 1'unite fonctionnelle de l'intestin. 
Comme dans plusieurs autres organes, Perithelium de l'intestin repose sur une mince 
couche de matrice extracellulaire (MEC) specialisee: la membrane basilaire. Alors 
que cette membrane basilaire a longtemps ete considered comme etant un support 
inerte aux cellules, elle a et6 identified au cours des dernieres annees comme etant une 
structure bioactive. 
2.1. Membrane basilaire 
II est maintenant etablit que la composition de la membrane basilaire definit le 
micrcenvironnement requis afin d'accomplir plusieurs fonctions cellulaires, telles que 
la proliferation, la migration, la survie et 1'expression de genes specifique, autant au 
cours du developpement qu'a la maturite (Adams et Watt, 1993; Juliano et Haskill, 
1993; Lin et Bissel, 1993 et Rosekelly et al., 1995), dont il sera question en fin 
d'introduction. Ces fonctions sont elles-memes mediees par des recepteurs cellulaires 
varies, dont la plupart font partie de la super famille des integrines (Ruoslahti, 1991; 
Hynes, 1992; Sonnenberg, 1992; Mercurio, 1995; Sheppard, 1996; Akiyama et al., 
1990 et Fernandez et al., 1998). 
Les etudes en microscopie electronique ont montre que la membrane basilaire est en 
fait formee de deux elements pr6cis : la lame basale, elle-meme formee de la lamina 
lucida et de la lamina densa, et la lamina fibroreticularis (Merker, 1994). La lame 
basale est l'element de base servant de site d'attachement aux recepteurs cellulaires et 
sur laquelle s'apposent les cellules epitheliales. Elle est principalement composee de 
collagene de type IV, de laminine, de nidogene et de proteoglycans (Alberts et al., 
2004), et sert aussi a separer les cellules parenchymateuses de la matrice interstitielle 
6 
sous-jacente (Beaulieu, 1999). Le collagene, dont ce memoire fait principalement 
Pobjet, repr6sente l'element de base de toutes les matrices extracellulaires y compris 
les membranes basilaires. 
2.2. Collagene 
Le collagene est une proteine fibreuse ubiquitaire, qui constitue 25% de la masse 
proteique totale chez les mammiferes. Le collagene se concentre principalement au 
niveau du tissu conjonctif ou plus precisement, au niveau de la MEC. Le tissu 
conjonctif est le tissu le plus abondant et le plus repandu dans le corps humain. II sert a 
unir, soutenir et renforcir d'autres tissus corporels; il sert egalement a proteger et 
isoler les organes internes, tels que les poumons, le foie, les intestins, etc., mais aussi a 
compartimenter des structures, dont les muscles squelettiques. Le tissu conjonctif se 
compose de cellules (fibroblastes, macrophages, mastocytes et cellules adipeuses), de 
fibres (fibres de collagenes, fibres reticulees et fibres elastiques), de substance 
fondamentale (acide hyaluronique et le chondroitine sulfate) et de liquide tissulaire 
(phase aqueuse dans laquelle baigne la substance fondamentale) (Tortora et al., 1994). 
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2.2.1. Types de collagene 
Tableau 1 : Quelques exemples de types de collagenes et leurs proprietes 
Formant des 
fibrilles 
Associe aux 
fibrilles 
Formant des 
reseaux 
Type 
I 
XII 
IV 
Formule 
Moleculaire 
[al(I)]2o2(I) 
[al(XII)]3 
[al(IV)]2a2(IV) 
Forme 
Polymerisee 
Fibrille 
Association 
laterale avec 
certaines fibrilles 
de type I 
Roseau de type 
feuillet 
Distribution 
tissulaire 
90% du collagene 
du corps. Os, 
peau, tendons, 
ligaments, cornee 
et organes 
internes. 
Tendons, 
ligaments et 
autres tissus 
Lame basale 
Tire de Alberts etal., 2004. 
A ce jour, 20 types de collagenes differents ont et^  identifies. Ces differents types sont 
regroupes en 5 classes distinctes, soient les collagenes formant des fibrilles ou 
collagenes fibrillaires, les collagenes associes aux fibrilles, les collagenes formant des 
reseaux, les collagenes transmembranaire et les autres collagenes. Les collagenes les 
plus abondants chez les mammiferes sont les collagenes fibrillaires et de maniere plus 
precise, le collagene de type I, qui represente 90% du collagene present dans le corps 
humain. Le collagene de type I se concentre principalement au niveau de la peau, mais 
egalement dans les os, les tendons, les ligaments, les organes internes et la cornee 
(Alberts et al., 2004). Pour sa part, tel que mentionne precedemment, le collagene de 
type IV, un collagene formant des reseaux, n'est present qu'au niveau de la lame 
basale. 
2.2.2. Structure et synthese 
Le collagene est forme par Passemblage de trois chaines alpha, qui sont elles memes 
formees par des sequences dites collageniques, composees de glycine suivie de deux 
8 
acides amines, qui peuvent etre n'importe lesquels [Gly-X-Y], mais ou X est 
frequemment la proline et Y est frequemment Fhydroxyproline. 
Hypro 
Glycine i: 
Glycine 
^ Glycine 
Figure la ) : Helice alpha de collagene 
(Adapte de Barrere et Pillot, 2009) 
Figure lb) : Fibre de collagene 
(Adapte de Alberts et al., 2004) 
La presence de la glycine au sein de la sequence collagenique est essentielle. Puisqu'il 
s'agit du plus petit acide amine, celui-ci est capable de s'inserer facilement entre des 
acides amines de plus grande taille, pour ainsi permettre le repliement de la chaine et 
son assemblage avec deux autres chaines de collagene (Leitinger et Hohenester, 2007). 
Chacune de ces chaines alpha est synthetisee sous forme de chaine pro-alpha a 
Finterieur du reticulum endoplasmique des fibroblastes. Au niveau de Fappareil de 
Golgi, la chaine pro-alpha est glycosylee et auto-assemblee avec deux autres chaines 
pro-alpha, qui formera une triple helice de pro-collagene. Cette triple helice est inseree 
dans une vesicule de secretion et au moment de sa liberation, la molecule de pro-
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collagene subie un clivage de ces pro-peptides, ce qui aura pour consequent de creer la 
molecule de collagene proprement dite et ainsi permettre 1'auto-assemblage de ces 
molecules de collagene en fibrilles de collagene et Passemblage de fibrilles de 
collagene en fibre de collagene (Makareeva et Leikin, 2007). 
Figure 2 : Synthese des chalnes pro-alpha du collagene en fibrille de collagene 
Adapte de Alberts et al , 2004. 
2.2.3. Collagene marin 
Un precede novateur biotechnologique mis au point par la compagnie Biocean 
Novatech permet d'extraire et de purifier le collagene de la peau de poissons de 
maniere a ne pas denaturer ce dernier, contrairement a la methode d'extraction utilisee 
pour le collagene d'autres sources qui comprend des etapes d'ebullition denaturantes. 
L'etat natif du collagene marin lui permet de preserver au maximum ses proprietes 
physiologiques d'origine, puisque le collagene n'a pas ete reduit en gelatine. Aussi, du 
a son origine marine, ce collagene est exempt de prions, alors que les collagenes 
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d'origine porcine ou bovine sont plus sujets a cette contamination pathogenique, d'ou 
leur limitation d'utilisation dans l'industrie cosmetique. De plus, le collagene marin 
est compose de minuscules fibres de collagene qui lui permettent de retenir beaucoup 
d'eau, par opposition a un collagene insoluble, forme de longues fibres, tel que celui 
present au niveau du derme des peaux matures, incapable de concentrer la phase 
hydrique (Mahesh et al., 2005). 
Les champs d'applications de cette nouvelle proteine matricielle sont multiples. Tout 
d'abord, le collagene marin est utilise en cosmetologie pour ses proprietes hydratantes, 
vu l'apport hydrique important qu'il procure a la region traitee. Lors d'une etude 
immunologique effectuee sur 100 volontaires, menee par la compagnie Dermolab, 
l'application locale de collagene marin au niveau de Pepiderme c'est revile non 
allergene et non immunogene dans chacun des cas evalues (Biocean Novatech, 
donnees non publiees), Le collagene marin est egalement utilise en culture cellulaire, 
puisque ses proprietes d'adherence et de proliferation ont ete 6tudiees suite a la culture 
de cellules epidermiques de prepuce humain (Hs 27) sur matrice proteique (Biocean 
Novatech en collaboration avec le Pr Benoit Chabot de PUniversite de Sherbrooke, 
donnees non publiees). De plus, quelques donnees preliminaires suggerent que le 
collagene marin pourrait etre utilise dans le domaine de la reparation cellulaire et 
tissulaire, puisqu'il possederait la propriete d'agreger les plaquettes et ainsi d'arreter le 
saignement caus6 par une agression dermique (Biocean Novatech en collaboration 
avec le Pr Jean Sevigny de PUniversite Laval, donnees non publiees). 
2.3. Integrines 
Le second element des interactions cellulaires avec la matrice sont les recepteurs 
cellulaires. Les principaux recepteurs cellulaires chez les cellules intestinales sont les 
integrines (Lussier et al., 2000). 
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Les integrities sont formes par une grande famille de glycoproteines 
transmembranaires impliquees dans la regulation de maintes fonctions cellulaires, dont 
Padhesion des cellules a la matrice, la proliferation cellulaire, l'expression de genes 
specifiques et la survie cellulaire, qui seront traitees subsequemment. Les integrines 
sont en fait des heterodimeres formes d'une sous-unite a et d'une sous-unite (3. A ce 
jour, dix-huit sous-unite a, de meme que huit sous-unites 0, ont ete identifiers, ce qui 
porte a vingt-quatre, le nombre de recepteurs diff6rents de types integrines, qui 
peuvent etre retrouves a la surface des cellules (Popova et al., 2007). II y en a plusieurs 
qui ont ete identifies dans la muqueuse intestinale humaine (Figure 3). 
Figure 3 : Diversite des integrines exprim&s par la muqueuse de l'intestin grele 
humain et leurs principaux ligands 
Adapte de Lussier et al., 2000. 
12 
L'integrine ainsi forme par la combinaison alpha/beta possede une specificite 
d'adhesion et des proprietes de signalisation, qui lui est propre. Les recepteurs de type 
integrine agissent tels un pont structural et fonctionnel entre le cytosquelette et les 
composantes de la matrice extracellulaire. La portion extracellulaire de l'integrine se 
lie a des proteines matricielles telles que la fibronectine, la laminine et le collagene, 
mais egalement a des ions divalents, tels que le magnesium, le manganese et le 
calcium. Ces ions entrent en contact avec la sous-unite a de l'integrine au niveau de la 
region MIDAS, ce qui a pour but d'activer l'integrine (Eble, 2005). Cette activation du 
domaine extracellulaire permet a la portion intracellulaire de se Her a des proteines du 
cytosquelette telles que Pactine, la talline, la paxiline, la vinculine et FAK, pour ainsi 
former des complexes d'adhesion focal ou des hemidesmosomes. 
Parmi la douzaine d'int^grines illustrees precedemment, seulement quatre ont ete 
identifiees comme etant des recepteurs primaires du collagene natif, soient les 
integrines ctipi, a2pi, cclOpl et a l i p i . L'activation de ces integrines reside dans la 
reconnaissance par le I-domaine, situe sur la portion extracellulaire de la sous-unite a 
de ces integrines, d'une sequence precise, situee sur la chaine alpha-1 ou alpha-2 de la 
fibrille de collagene, composee d'acides amines specifiques (GFOGER), soient la 
glycine suivie de la phenylalanine, de l'hydroxyproline, de la glycine, de l'acide 
glutamique et de 1'arginine (Emsley, 2004). Dans le contexte de cette recherche seules 
les integrines a 1(31 et a2pi seront analysees. Ce sont d'ailleurs les seules qui ont ete 
identifiees dans le tube digestif humain (Lussier et al., 2000). 
2.3.1. Integrine a ip i 
La sous-unite a l des integrines est presente au niveau de plusieurs types cellulaires, 
dont les fibroblastes, les cellules endotheliales et les cellules du muscle lisse (Popova 
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et al., 2007). Cette sous-unite est necessaire a plusieurs fonctions de la cellule. Bien 
qu'une mutation du gene codant, effectuee chez la souris, pour cette proteine n'altere 
en rien son developpement nonnal (White et al., 2004), cette mutation nous informe de 
son implication au niveau de Pangiogenese dans la regulation du cancer notamment 
(Pozzi et al., 2000), de la fibrose (Gardner, 1999), de l'inflammation chronique 
(Fiorucci et al., 2002) et de la reparation des fractures (Ekholm et al., 2002). Alors que 
la mutation du gene codant pour la sous-unite pi des integrines entraine une letalite 
native des souris, soit au jour embryonnaire 5.5, puisqu'en fait, l'inactivation de la 
sous-unite pi des integrines resulte en 1'inhibition de plus de dix integrines differentes 
(De Arcangelis et Georges-Labouesse, 2000). De maniere interessante, la sous-unite 
a l a la particularite de Her preferentiellement, via son I-domaine, le collagene de type 
I monomerique, done pas sous la forme d'une fibrille (Figure 4). 
Figure 4 : Sequence GFOGER situee sur les chaines alpha du collagene de type I 
Tire de Eble, 2005 
2.3.2. Int£grine a2pi 
Pour sa part, la sous-unite integrine a2 se retrouve, tout comme pour la sous-unite a l , 
au niveau de la membrane des cellules endotheliales et des fibroblastes, rnais 
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egalement sur la membrane de plusieurs cellules epitheliales (Popova et al., 2007). 
Puisqiie la sous-unite oc2 des integrines est la seule identifiee a la surface des 
plaquettes, il est normal de deceler, lors de la mutation de cette sous-unite chez la 
souris, bien que son developpement ainsi que sa viabilite soient normaux, l'absence 
d'adhesion des plaquettes au collagene de type I (Chen et al., 2002 et Holtkotter et al., 
2002). D'autre part, il a ete demontre que Pintegrine a2(31 liait, via son I-domaine, les 
fibrilles de collagene, contrairement a la sous-unite otlpl (Popova et al, 2007). 
Ces differences notables entre ces deux types d'integrines laissent presager des 
implications differentes et/ou complementaires au sein d'une cellule, d'un organe ou 
meme d'un systeme. 
2.3.3. Distribution des integrines a i p i et a2|31 dans l'intestin grele 
adulte 
Effectivemeiit, la localisation des diverses integrines a exhaustivement ete &udiee. 
Mises ensembles, ces recherches revelent une expression soutenue de la sous-unite (31 
des integrines autant au niveau villositaire que cryptal (Beaulieu, 1997), alors que les 
sous-unites a l et a2 des integrines sont exclusivement exprimees par le compartiment 
cryptal dans l'intestin humain adulte (Beaulieu, 1992). Cette distribution des integrines 
correle avec la presence de proteines matricielles le long de l'axe crypte-villosite. En 
effet, la majorite des chaines de collagene sont presentes au sein de cet axe et ce, 
autant au niveau de la crypte que de la villosite. 
L'etude de la distribution de ces recepteurs fonctionnels au sein d'une structure aussi 
bien organisee que l'axe crypte-villosite represente un puissant outil d'analyse des 
differentes fonctions accomplies par ces derniers, dont Padhesion, la proliferation, la 
survie, la differenciation et la polarisation cellulaire. 
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2.4. Regulation des niveaux d'expression des integrines 
II a ete etabli, suite aux etudes menees au cours des derniefes ann6es, que 1'expression 
d'une grande part des integrines peut etre regulee par Taction des facteurs de 
croissance et des hormones systemiques steroi'diennes, telles que les glucocorticoi'des 
(Murakami et al., 1998). Ainsi, lorsqu'une sous-unite de type integrine est exprimee 
differemment par rapport a son niveau normal d'expression, 1'interaction des cellules 
modulees avec la MEC sous-jacente est consequemment modifiee, menant au 
changement des fonctions cellulaires. De ce fait, il a ete demontre que les integrines 
possedent une importance capitale dans le ph6nomene de la migration cellulaire et du 
maintient de Torganisation de la cellule (Leavesley et al., 1992). Le simple fait de 
moduler l'expression cellulaire des integrines a pour but de modifier non seulement la 
migration de cette derniere, mais egalement plusieurs fonctions qui s'y rattachent, dont 
la morphogenese, la reparation tissulaire, les reactions inflammatoires, les interactions 
avec le systeme immunitaire et meme Pinfiltration des cellules cancereuses 
(Lauffenburger et Horwitz, 1996). Cependant, le role pr6cis de chacune des sous-
unites de type integrine impliquees dans la migration cellulaire n'est toujours pas 
elucide. 
2.4.1. Glucocorticoi'des 
Les corticostero'i'des ou corticoi'des sont des hormones steroi'diennes naturelles 
secretees chez l'humain par les glandes corticosurrenales. Ces glandes sont divisibles 
en trois zones distinctes, produisant chacune un groupe d'hormone. 
Tout d'abord, la zone glomerulee secrete les mineralocorticoi'des dont l'aldosterone, la 
corticosterone, la desoxycortisone qui agissent sur la regulation de l'eau et du sel dans 
le corps (homeostasie minerale). Pour sa part, la zone fasciculee, la plus grande des 
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trois zones, secrete les glucocorticoi'des, soient 1'hydrocortisone (Cortisol), la 
corticosterone, la cortisone, qui ont une action sur le metabolisme proteique et la 
resistance au stress. Enfin, la zone reticulee secrete les gonadosteroides, dont 
l'androgene chez le male et Poestrogene chez la femelle, qui ont un role dans le 
developpement des caracteres sexuels (Tortora et al., 1994). 
En general, lorsque Ton parle de «cortico!des», il s'agit des glucocorticoi'des, qu'ils 
soient d'origine naturelle ou de synthese. La dexamethasone est un bon exemple 
d'hormone glucocortico'ide de synthese. Elle possede un effet anti-inflammatoire et 
immunosuppresseur dont la puissance est d'environ quarante (40) fois superieure a 
celle du Cortisol. Les glucocorticoides de synthese ont une activite majoree pour 
permettre une meilleure action anti-inflammatoire. La dexamethasone, utilisee en 
milieu de culture cellulaire in vitro, permet de moduler les niveaux d'expression des 
integrines de plusieurs types cellulaires (Zettl et al., 1992; Zhang et al., 1993; 
Gronowicz et McCarthy, 1995 et Woo et -al,, 1996) dont les TMK-1 (carcinomes 
gastriques humains) (Ochiai et al., 1985). 
II a ainsi ete demontre que la dexamethasone augmente l'adhesion cellulaire au 
collagene de type IV et a la laminine, par une hausse importante du nombre de 
jonctions serrees et de jonction adherentes, due a 1'augmentation de l'expression des 
sous-unites a l et pi des integrines et de sa forme heterodimerique a 101. Cette etude a 
egalement permis de determiner le potentiel antagoniste de la dexamethasone sur la 
migration cellulaire induite par les facteurs de croissances (Murakami et al., 1998). II a 
egalement ete mis en evidence par notre laboratoire que les cellules HIEC reagissent a 
la dexamethasone en augmentant l'expression de la sous-unite integrine a l de 111% 
(Auclair, 2005). 
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2.4.2. Facteurs de croissance 
Les facteurs de croissance, tels que l'EGF (facteur de croissance epidermique), le 
PDGF (facteur de croissance derive des plaquettes), les FGF (facteur de croissance 
des fibroblastes), le HGF (facteur de croissance des hepatocytes), le VEGF (facteur de 
croissance vasculaire endothelial), l'IGF-1 (facteur de croissance insuline-like de type 
1), etc. sont des proteines de signalisation extracellulaire qui agissent via des 
recepteurs a activite tyrosine kinase. Une fois le ligand de signalisation lie a son 
recepteur a activite tyrosine kinase, des reponses telles que la proliferation cellulaire 
(EGF), la stimulation de la croissance et de la survie cellulaire (IGF-1 et IGF-2), la 
survie et la croissance de certains neurones (NGF), Pangiogenese (PDGF) et la 
proliferation de divers types cellulaires, l'inhibition de la differentiation de certaines 
cellules, l'induction de signaux lors du deVeloppement (FGF) sont enclenchees 
(Alberts et al , 2004). 
Ainsi, lorsque utilises en milieux de culture, les facteurs de croissance permettent de 
stimuler la migration, la proliferation cellulaire, ainsi que le renouvellement de la 
MEC. Plus precisement, l'EGF promouvoit la migration des keratinocytes sur le 
collagene, en augmentant l'expression de la sous-unite ot2 des integrines (Chen, 1993). 
L'adhesion des cellules peut egalement etre regulee a plusieurs niveaux, a partir de 
l'EGF, qui agit a titre d'antagoniste aux integrines impliquees dans l'adhesion 
cellulaire, telle que l'integrine ocipi (Hynes, 1992 et Zhang, 1996). II a egalement ete 
d^montre que l'EGF et le HGF affectent les interactions cellule-cellule et augmentent 
la migration des cellules individuelles dans les colonies epitheliales (Shibamoto et al., 
1992 et Shibamoto et al., 1994). 
Les travaux de Murakami et collaborateurs, dont il a ete question a la section 
precedente, ont egalement permis de demontrer les effets du facteur de croissance 
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epidermique (EGF) sur une lignee cellulaire issue d'un carcinome gastrique humain, 
soit les TMK-1. Suite a des essais d'immunoprecipitation avec des anticorps diriges 
vers les sous-unites cd et a2 des integrines, il a ete possible de demontrer une 
augmentation de la sous-unite ot2, ce qui suggere une augmentation de l'expression de 
l'integrine a2(31 par les TMK-1 soumises a des milieux de culture supplemented en 
EGF (Murakami et al., 1998). Une augmentation significative de 138% de la sous-
unite a2 des integrine par les cellules HIEC, suite a l'ajout d'EGF au milieu de 
culture, a egalement ete mise en evidence par notre laboratoire (Auclair, 2005). La 
caracterisation de l'effet de l'EGF sur les cellules epitheliales intestinales est deja bien 
6tablie (Perreault et Beaulieu, 1996). La concentration optimale a ete fixee suite a 
l'elaboration d'une cpurbe de croissance et les r&ultats ont mis en evidence qu'une 
concentration de lOOng/ml d'EGF etait optimale pour la culture cellulaire et 
organotypique (Menard et al., 1990 et Menard, 2004). 
2.5. Fonctions cellulaires regulees par les integrines 
Tel que nous 1'avons mentionne precedemment, vingt-quatre (24) integrines 
differentes ont ete identifiees jusqu'a present, chez 1'humain. De ce nombre, huit (8) se 
lient a la fibronectine, cinq (5) a la laminine, quatre (4) au collagene, alors que 
d'autres se lient a des recepteurs des leucocytes, ainsi qu'a d'autres elements de la 
MEC, dont l'osteopontine, le fibrinogene, la vitronectine, la thrombospondine, etc. 
Malgre cette redondance apparente, des etudes genetiques evoquent que plusieurs 
integrines possedent d'uniques et d'irremplafables fonctions (Hynes, 1996). Essayer 
de comprendre comment chaque integrine produit un signal et de quelle facon les 
signaux provenant des differentes integrines sont integres a l'interieur de la meme 
cellule, afin d'affecter le comportement de la cellule elle-meme, presente une 
problematique en soi (Giancotti et Ruoslahti, 1999). 
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2.5.1. L'adhesion cellulaire 
Lorsqu'elles lient les molecules de la MEC, les integrities s'activent, via un processus 
d'auto-phosphorylation, ce qui entraine un changement conformationnel au niveau du 
recepteur. Ce changement permet au long domaine intracellulaire de la sous-unite (31 
des integrines d'interagir avec des proteines d'adhesion focale, dont la taline, la 
villine, la paxilline et l'a-actinine (Figure 5). La sequence detaillee des evenements 
suivant la liaison des elements de la MEC a l'integrine est encore mal definie. 
Figure 5: Schematisation des proteines membranaires impliquees dans l'adhesion 
Adapte de Brakebusch et Fassler, 2003. 
Cependant, il a ete etabli que le domaine cytoplasmique de la sous-unite P des 
integrines interagit directement avec la taline, et que pour sa part la taline interagit 
autant avec la vinculine que la paxilline. De plus, la proteine d'adhesion focale FAK 
est egalement presente au sein de ce complexe d'adhesion, puisqu'elle se lie a la 
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paxilline. Ainsi activee par cette liaison, cette proteine effectrice de type tyrosine 
kinase (FAK) se combine a d'autres proteines a activite tyrosine kinase dont Src ou 
Fyn. Cette nouvelle activation s'oppose a Passemblage des integrines aux elements de 
la MEC appelee adhesion focale et facilite la migration cellulaire (Giancotti, 2000). 
2.5.2. La proliferation cellulaire 
Les integrines ne jouent pas seulement un role au niveau de l'adhesion cellulaire. Elles 
sont egalement impliquees dans la proliferation des cellules. Etant donne que les 
cellules necessitent une certaine stabilite afin de proliferer, les integrines agissent tel 
un ancrage a la MEC et permettent ainsi leur entree dans le cycle cellulaire. Plusieurs 
integrines interagissent ayec d'autres proteines membranaires, via un domaine 
extracellulaire ou transmembranaire de leur sous-unite a. Parmi ces associations, 
plusieurs sont specifiques a la sous-unite de type integrine et ont pour but d'influencer 
la signalisation intracellulaire. Par exemple, une sous-unite a des integrines peut 
recruter, par une proteine transmembranaire telle que la cav6oline-l, la proteine She et 
via cette derniere, activer la signalisation d'une petite proteine G, telle que Ras. De 
maniere plus specifique, la cav6oline-l lie la sous-unite a l des integrines, active les 
kinases de la famille Src, telles que Fyn et Yes sur leur sous-unite Sh2, qui sont liees a 
la membrane autant par un groupe myristoyl que par un groupe palmitol. Grb2 est a 
son tour phosphoryle , recrute par le fait meme m-SOS et active la voie proliferative 
des MAP kinases (Wary et al., 1998). D'autre part, la proliferation cellulaire peut etre 
amorcee directement en activant cette meme voie proliferative des MAP kinases, a 
partir de facteurs de croissance tel que le facteur de croissance epidermique (EGF), ce 
qui a pour but ultime d'activer la cycline D ainsi que le cycle cellulaire complet. La 
proliferation cellulaire permet non seulement d'augmenter le nombre de cellules, mais 
aussi de remplacer celles qui ont necrose ou amorce un processus d'apoptose. 
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3. Objectifs et hypotheses de recherche 
Dans le but de caracteriser l'adhesion des cellules epitheliales intestinales humaines 
(HIEC) sur le collagene marin, nous avions pour premier objectif de caracteriser la 
morphologie des cellules cultivees sur une matrice de collagene marin et de la 
comparer a des cellules cultivees sur une matrice de collagene de rat standard. 
D'ailleurs, par le biais de tests d'adhesion, nous voulions determiner la propriete 
d'adherence des cellules soumises au deux types de collagene cites plus haut. Nous 
voulions egalement analyser, par la technique d'immunobuvardage de type western, 
l'expression relative des integrines a ip i et a201 par ces memes cellules cultivees soit 
sur le collagene natif marin ou sur le collagene de rat standard. En lien avec ces 
objectifs, notre hypothese etait que les cellules epitheliales intestinales humaines 
(HIEC) adhereraient plus fortement au collagene marin qu'au collagene denature de 
queue de rat, etant donne le caractere natif du collagene marin, qui conserve ses 
proprietes physiologiques lors de son extraction et de sa purification. 
D'autre part, nous voulions tester et comparer les proprietes du collagene denature de 
queue de rat avec celles du collagene marin sur la proliferation et la differenciation des 
cellules Epitheliales intestinales humaines (HIEC). La proliferation cellulaire pouvait 
etre analysee a l'aide de la technique d'incorporation du BrdU, un homologue de la 
thymidine tritiee qui s'incorpore a l'ADN lors de la phase S du cycle cellulaire 
(synthese de l'ADN), alors que la differenciation des cellules etait determine par 
l'expression relative du dipeptidyl-peptidase IV (DPP IV), un marqueur de la 
differenciation cellulaire. En rapport avec ces derniers objectifs, nous voulions verifier 
si les cellules Epitheliales intestinales humaines (HIEC) prolifereraient plus 
rapidement et si elles entameraient un processus de differenciation sous Pinfluence du 
collagene natif marin. 
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II- MATERIEL ET METHODES 
1. Analyse de purete du collagene par densitometrie 
La purete des preparations de collagene a ete evaluee suite a la migration par 
electrophorese des differentes solutions de collagene sur un gel polyacrylamide 8%, 
suivi d'une coloration au Bleu de Coomassie. Les bandes de proteines correspondant a 
chacune des solutions de collagene ont ete detectees sur le gel d'electrophorese et 
ensuite ete quantifiees par scanning. L'absorbance de chacune des ces bandes a ete 
evaluee par rapport a l'ensemble des bandes contenues dans un merae puit de 
migration. Connaissant le poids moleculaire des bandes de collagene, il nous a ete 
possible de les reperer parmi toutes les bandes contenues sur le gel et finalement pu 
evaluer la purete de chacune des solutions de collagene migrees. II est a noter que la 
quantification des images obtenues a ete realisee par le service d'imagerie de madame 
Li Wang, DLW Information Inc., Sherbrooke, avec des logiciels qu'ils ont eux-memes 
developpes. 
2. Culture in vitro des cellules HIEC 
La lignee cellulaire HIEC a ete generee par notre laboratoire (Perreault et Beaulieu, 
1996). Les cellules epitheliales intestinales humaines non differenciees etaient 
cultiv^es dans des petris de plastique pour culture de cellules de 100mm de diametre 
(Falcon; Becton Dickinson), dans un incubateur (Hera cell 150; Heraceus) a 37°C, 
dont Patmosphere humide interieure etait controlee et formee de 95% d'air et de 5% 
de G02. Le milieu de culture utilise etait POpti-MEM (GIBCO), complemente avec 
lOnM HEPES (GIBCO), 2mM de glutamine (Glutamax, GIBCO), 4% de FBS 
(CELLect GOLD, ICN Biomedicals) et 5ng/ml d'EGFh (Bdbiosciences). Aux deux 
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jours, le milieu de culture etait retire et remplace par 10ml de milieu tempere. Le 
passage des cellules s'effectuait a tous les quatre jours, soit avant l'atteinte de la 
confluence ±95%, dans une proportion de 1 : 3. 
2.1. Test d'adhesion cellulaire 
2.1.1. Preparation des plaques 
L'adhesion des cellules HIEC sur deux types de collagene differents etait effectuee 
dans des plaques de 96 puits (Starstedt), selon un protocole modifie de Niessen et al. 
datant de 1994. Tout d'abord, les matrices etaient diluees a diverses concentrations 
(tableau 2) avec de l'acide acetique glacial (Fisher Scientific) concentree a 0,02N et 
deposees dans les puits (200(il/puit). L'adsorption des proteines matricielles etait 
effectuee pendant une heure a 37°C dans une atmosphere humide composee d'air a 
95% et de C02 a 5%. Ensuite, les puits etaient rinces deux fois avec du PBS et bloques 
a l'aide d'une solution de BSA 2% pendant deux heures dans la meme atmosphere 
contrSlee que citee prec^demment. Suite a la saturation des sites non specifiques des 
matrices de collagene, les puits dtaient une fois de plus rinces au PBS et auxquels 
lOOul de milieu Opti-MEM complemente avec 0,3mM de MnCh etait ajoute. Enfin, la 
plaque etait remise a 37°C afin de rechauffer le milieu contenu dans les puits, jusqu'a 
ce que les cellules soient recuperees et present a Stre ensemencees aux matrices. 
Tableau 2: Matrices utilisees pour les tests d'adhesion cellulaire 
Matrices 
Collagene de queue de rat 
Collagene marin 
Compagnie 
BD Biosciences 
Naticoll 
Concentrations 
0,5ug/ml 
l.Ong/ml 
0,5^g/ml 
l,0ug/ml 
Quantite par pui^J 
0,05ug 
0,10ug 
0,05ug 
0,1 Oug 
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2.1.2. Recuperation des cellules et ensemencement 
Des cellules avaient prealablement ete cultivees de quatre fa9ons distinctes. 
Premierement, dans les conditions normales de culture, soit avec 5ng/ml d'EGF, 
deuxiemement sans EGF, troisiemement avec 20ng/ml d'EGF et quatriemement avec 
luM de dexamethasone. Les cellules cultivees dans les petris de plastique etaient 
rincees avec du PBS et incubees avec du PBS-EDTA 0,5mM pendant 10 minutes, 
dans le but d'eliminer les interactions cellules-matrice. Afm d'initier le detachement 
des cellules, quelques gouttes de trypsine-EDTA (Cambrex) etaient ajoutees a chaque 
petri. Apres quelques secondes un volume egal de solution neutralisante (TNS; 
Cambrex) etait additionne pour neutraliser la reaction enzymatique. Les cellules 
etaient ressuspendues dans 10ml de milieu Opti-MEM 0,5% BSA sans EGF 
supplement^ de MnCL. et transferees dans un tube Falcon de 15ml et centrifuges 
quatre minutes a 800rpm, dans une centrifugeuse IEC PR-J. Le culot de cellules etait 
ensuite remis en suspension dans un volume de milieu d'adhesion approprie au 
traitement des cellules (sans EGF, EGF 5ng/ml, EGF 20ng/ml ou luM 
dexamethasone), permettant d'obtenir une concentration de 500 000 cellules/ml. Cet 
homogenat de cellules etait conserve pendant une heure a 37°C dans 1'atmosphere 
humide controlee. Enfin, 50 000 cellules Etaient ensemencees dans chacun des puits, 
sur les matrices a analyser et la plaque etait mise a 37°C dans un incubateur a 5% de 
CO2 pour une periode de 30 minutes ou de 16 heures. 
2.1.3. Quantification de Padhesion cellulaire 
Lorsque le temps d'incubation etait ecoule, la plaque etait rincee par immersion avec 
du PBS a temperature de la piece. L'exces de PBS etait aspire, en laissant environ 
lOOul dans le fond de chacun des puits et lOOul de PFA (Sigma-Aldrich) 7,4% a pH 
7,4 etait ajoute a ces derniers. Les puits contenaient cette solution pendant 25 minutes 
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a la temperature de la piece afin de fixer les cellules. La plaque etait une fois de plus 
rincee par immersion avec du PBS a la temperature de la piece. Pour la quantification 
colorimetrique, 50ul de cristal violet (Sigma) 1% dans du methanol (EMD) etait dans 
le puits et incube pendant 10 minutes. La plaque etait ensuite rincee dans un bain 
d'eau tiede circulante et le surplus de colorant elimine avec un dernier rincage au PBS. 
Le liquide etait aspire des puits et 200^1 de SDS (J.T. Baker) 2% dans du PBS etait 
ajoute aux puits pour permeabiliser les cellules et incube pendant 1 heure sous 
agitation lente. Le nombre de cellules adherees etait quantifies par densite optique a 
une longueur d'onde de 595hm a l'aide d'un lecteur de microplaques (Bio-rad, modele 
3550). 
3. Immunobuvardage de type Western 
3.1. Extraction proteique 
Pour la majorite des echantillons, differents traitements etaient apportes aux cellules 
HIEC pendant les 48 heures precedant 1'extraction des proteines. A la suite d'un 
passage, les cellules etaient cultivees directement sur le petri de plastique, sur du 
collagene de queue de rat (BD Biosciences) ou du collagene de peau de marin 
(Naticoll) concentre a 0,5ug/ml ou l,0ug/ml, selon le cas. Le cas echeant, le collagene 
etait polymerise une heure a 37°C dans une atmosphere humide controlee. Avant d'y 
ajouter les cellules, les petris etaient traites deux heures au BSA 2%, afin de bloquer 
les sites non specifiques a l'adhesion. En plus, les cellules etaient cultivees en 
presence d'EGF (BD Biosciences) 20ng/ml ou de Dexamethasone (Sigma) luM, 
jusqu'a l'atteinte de la confluence ±95%. Les milieux controles et traites Etaient 
remplaces apres les 24 premieres heures. Afin de prelever les proteines, le milieu de 
culture etait aspire des petris contenants les cellules et la culture etait rincee deux fois 
avec du PBS. A chacun des petris etait ajoute 200ul d'un tampon de solubilisation lx 
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(Laemli buffer compose de tampon Tris-HCl 0,0625M pH 6,8; 2,3% de SDS; 10% 
glycerol; 0,001% de bleu de bromophenol) et IOJJ.1 de P-mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich). Les cellules etaient alors recupere par raclage. du petri a l'aide d'un spatule 
de plastique sterilisee 30 minutes dans de Pethanol (Les alcools de commerce inc.) 
70% dans de l'eau nanopure et transferees par aspiration dans un tube de type 
Eppendorf (Sarstedt) 1,5ml a l'aide d'une pipette 1000(xl. Dans le but de liberer les 
proteines, les echantillons etaient soumis a la sonication avec un sonicateur de type 
Ultrasonic Processor XL (Mandel Scientific Company) pour une duree de 15 coups a 
une intensite de 1. Les extraits proteiques etaient ensuite conserves a -20°C ou 
chauffes pendant cinq minutes a 95°C avant d'etre dose ou utilise pour la migration. 
3.2. Dosage proteique 
Afin de connaitre la concentration proteique des echantillons prepares, ces derniers ont 
ete doses, par la methode d'analyse de Lowry (Lowry et al., 1951). Initialement, les 
Echantillons etaient degeles et chauffes cinq minutes a 95°C. Ensuite, lOp.1 de 
l'echantillon etait precipite dans 100^1 de TCA (Fisher Scientific) 20% dans de l'eau 
nanopure pendant 16 heures a la temperature de la piece ou une heure a 4°C. Chacun 
des echantillons precipites etait alors vortexe pendant quelques secondes et laisse 
reposer de 30 minutes a 12 heures a 4°C. Ces memes echantillons etaient alors 
centrifuges a 15 000. rpm pendant dix minutes (Baxter; Heraeus). Le surnageant, 
environ 120fiL etait par la suite aspire a l'aide d'une pipette 200^1 et le culot 
ressuspendu dans 100fil de NaOH 0,1N. A titre de comparatif, une courbe standard de 
concentrations connues de BSA a ete preparee, a partir d'une solution contenant 
2mg/ml de BSA (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Courbe standard de BSA 
ugdeBSA 
ja.1 de la solution de BSA 2mg/ml 
uLdeNaOH0,lN 
0 
0 
100 
2 
1 
99 
4 
2 
98 
10 
5 
95 
20 
10 
90 
40 
20 
80 
80 
40 
60 
A tous les tubes etait ajoute 1ml d'une solution A (0,5ml de Na tartrate 1%; 0,5ml de 
CuS04 0,5%; complete a 50ml avec du Na2C03 2% dans du NaOH 0,1N), apres quoi 
ceux-ci etaient vortexes et laisses a la temperature de la piece pendant 10 minutes. Par 
la suite, 100ul de folin IN dans de l'eau nanopure etait une fois de plus ajoute" a tous 
les tubes, vortexes et laisses 30 minutes a la temperature de la piece. Enfin, 300uL de 
chacun des echantillons ont ete transferes dans un puit d'une plaque de 96 puits et ete 
quantifies par density optique a une longueur d'onde de 655nm a l'aide d'un lecteur de 
microplaques (Bio-rad, modele 3550). La concentration proteique des echantillons 
prepares a ete calculee relativement a l'absorbance de la lumiere par les echantillons 
de concentration connue de BSA, formant la courbe standard de BSA. 
3.3. Migration des proteines sur gel SDS-PAGE 
Le gel separateur utilise etait de type Tomas et Kornberg (Thomas et Kornberg, 1975) 
et etait compose de 10% d'acrylamide (rapport acrylamide : bis-acrylamide 30 : 0,15), 
0,075M de Tris-HCl pH 8,8 et 1% SDS. Le gel d'entassement (4% acrylamide rapport 
acrylamide : bis-acrylmide 29 : 1, 0,25M Tris-HCl pH 6,8 et 1% SDS) etait employe 
afin de concentrer les prolines a 1'entree du gel separateur. Pour l'electrophorese, le 
gel de polyacrylamide dtait immerge dans un tampon de migration contenant 0,1% 
SDS (J.T. Baker), 0,38M de glycine (Roche) et 50mM Tris-base (EMD) dans le l'eau 
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nanopure. Enfin, lOO^g de proteines etaient depose dans les puits du gel et un temps 
de migration de 16 heures a 70 volts etait necessaire afin d'assurer une separation 
adequate des proteines. 
3.4. Transfert des proteines sur membrane et detection 
L'electrophorese terminee, le gel de polyacrylamide etait retire des plaques de verre et 
place sous agitation pendant quelques minutes dans le tampon de transfert (0,19M 
glycine, 25mM Trise-base dans de l'eau nanopure et 20% methanol) prealablement 
refroidi la nuit precedente a 4°C, avant d'etre insere dans une cassette de transfert. Une 
membrane de nitrocellulose pure (Trans-Blot transfer medium, Bio-rad) etait utilisee 
pour le transfert proteique dans une cassette comprenant une eponge et un papier 
Wattman de chaque cote du gel et de la membrane, afin de compresser la membrane 
de nitrocellulose sur le gel de polyacrylamide. La cassette etait ensuite inseree dans un 
systeme Bio-rad rempli de tampon de transfert froid. Le transfert 61ectrophoretique 
s'effectuait pour les 15 premieres minutes a 30 volts et pour l'heure subsequente a 100 
volts. Le transfert termine, la membrane de nitrocellulose (Bio-rad) etait lavee a l'eau 
nanopure, coloree au rouge Ponceau (Sigma) 30 a 60 secondes pour marquer les 
proteines transferees sur la membrane de nitrocellulose. La decoloration de la 
membrane etait effectuee par des lavages repetes au PBS. Les sites non specifiques 
etaient bloques a la temperature de la piece sous agitation dans une solution de 1%, 
3% ou 5% d'albumine avec du PBS avec ou sans tween (Bio-rad) 0,1% (tableau 4). 
Apres le blocage, la membrane etait incub6e a 4°C ou a la temperature de la piece avec 
l'anticorps primaire dilue dans l'agent de blocage toute la nuit sous agitation. Par la 
suite, la membrane etait soumise a des rincages repetes au PBS ou au PBS-Tween 
0,1% selon le tampon utilise lors du blocage, avant l'ajout de l'anticorps secondaire 
conjugue a la HRP (Amersham Biosciences ou GE Healthcare). L'anticorps 
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secondaire etait incube avec la membrane pour une periode d'une heure a la 
temperature de la piece sous agitation. Avant de detecter l'antigene, la membrane etait 
une fois de plus soumise a des rincages repetes au PBS ou au PBS-Tween 0,1%, pour 
finir avec quelques-uns de plus avec du PBS, etape importante afin d'eliminer toutes 
traces de Tween, qui peut interagir avec l'agent de detection. Pour la detection de 
chemiluminescence, 1'activite de la peroxydase &ait detectee avec le systeme ECL 
(Detection reagent, Amersham Biosciences) ou Immobilon Western (Millipore) sur 
des films a autoradiographie Amersham HyperFilm ECL (GE Healthcare). 
3.5. Densitometrie des bandes immunoreactives 
Afm de quantifier l'expression des proteines d'inte>et, les bandes immunoreactives 
etaient acquises via le logiciel Photoshop CS2 (version 2007) et analysees par le 
logiciel Scion Image (version 2005). La quantification de chacun des echantillons 
analyses decoulait de la normalisation des valeurs densitometriques de la proteine 
analysee par les valeurs obtenues pour des proteines structurales des cellules 
epitheliales, telle que la keratine. 
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Tableau 4: Anticorps primaires utilises en immunobuvardage de type Western 
Anticorps primaires 
Antigene 
Integrine 
a l 
Integrine 
a2 
Integrine 
01 
DPP IV 
K6ratine 
Clone 
Type (M/P) 
FB12 
CM) 
CD49b 
(P) 
Mabl3 
(M) 
M-A261 
(M) 
Cy90 
(P) 
Hote 
S 
L 
R 
S 
S 
Dilution 
1 :500 
1 :500 
1 : 1000 
1 : 100 
1 : 2 000 
Conditions 
B : Bloto 1% 
I : O/N 4°C 
R: Immobilon 
B : Blotto 5% 
Tween 
0,1% 
I : O/N 4°C 
R:ECL 
B : Blotto 5% 
Tween 
0,1% . 
I : O/N 4°C 
R: Immobilon, 
B : Blotto 3% 
Tween 
0,1% 
I : O/N TP°C 
+ Azide 
0,05% 
R:ECL 
B : Blotto 5% 
Tween 
0,1% 
I:0/N4°C 
R:ECL 
Compagnies 
Chemicon 
#MAB1973Z 
Chemicon 
#AB1936 
Mould A.P. et al 
1996 
AbD serotec 
#MCA1317GA 
Sigma 
#WH0003875M1 
Legende : 
Type : monoclonal (M), polyclonal (P) 
Hote : lapin (L), rat (R), souris (S) 
Conditions : solution bloquante (B), temps d'incubation pour i'anticorps primaire (I), 
methode de revelation (R). 
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Tableau 5: Anticorps secondaires utilises en immunobuvardage de type Western 
Anticorps secondaires 
Anticorps 
Anti-IgG 
lapin 
Anti-IgG 
souris 
Anti-IgG 
rat 
Conjugaison 
Horse Radish Peroxydase 
Horse Radish Peroxydase 
Horse Radish Peroxydase 
Dilution 
1 : 5 000 
1 :5 000 
1 : 10 000 
Compagnies 
GE Healthcare 
GE Healthcare 
Amersham Biosciences 
4. Test de proliferation 
Avant de proc6der au test de proliferation In Situ sur Lab-Tek (Nalge Nunc 
International), les cellules etaient cultivees dans des petris de plastique 100mm 
(Falcon; Becton Dickinson) en conditions normales, jusqu'a l'atteinte de la confluence 
±95%. Le milieu etait remplace a toutes les 24 heures. Le Lab-Tek etait 
prioritairement enduit avec 200ul de collagene de queue de rat 0,5fig/ml ou 200ul de 
collagene marin 0,5ug/ml pendant une heure a 37°C. Le Lab-Tek etait ensuite rince au 
PBS avant d'y ajouter les cellules. Les cellules cultivees dans les petri de plastique 
etaient rincees avec du PBS et incubees 3 minutes a 37°C avec 1ml de trypsine-EDTA 
0,05% (Gibco), dans le but d'initier et d'optimiser le detachement des cellules. 
Ensuite, 5ml de milieu Opti-MEM sans EGF etait ajoute au petri, afin de neutraliser la 
reaction enzymatique et recueillir les cellules. Les cellules etaient transferees dans un 
tube Falcon de 15ml et centrifugees quatre minutes a 800rpm, dans une centrifugeuse 
IEC PR-J. Le culot de cellules etait ensuite remis en suspension dans un volume de 
milieu toujours sans EGF, permettant d'obtenir une concentration de 500 000 
cellules/ml. Par case de Lab-Tek enduite de collagene, 50 000 cellules y etait 
deposees, soit lOOul du volume prepare et auquel 260^1 de milieu Opti-MEM complet 
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ou sans EGF etait ajoute, selon la condition a tester. Le Lab-Tek etait place dans 
Pincubateur (Hera cell 150; Heraeus) a 37°C pendant deux heures, pour laisser le 
temps aux cellules d'adherer a la matrice de collagene. Suite a cette adsorption, 
certaines cellules du Lab-Tek ont ete traitees avec du EGF 20ng/ml ou de la 
dexamethasone luM, alors que d'autres etaient cultivees en conditions normales ou 
sans EGF. Les milieux controles et traites etaient changes aux 24 heures. Apres 48 
heures de traitement, le BrdU (In Situ Cell Proliferation Kit FLUOS, Roche) 1 : 1 000 
dans le milieu de culture approprie etait ajoute a chacune des cases du Lab-Tek et 
remis dans l'incubateur a 37°C pour quatre heures. Le temps d'incorporation ecoule, 
les cellules etaient rincees au PBS et fix6es avec du methanol a -20°C pendant 10 
minutes. Les cases du Lab-Tek etaient ensuite retirees de la lame, par simple pression 
du cadre et la lame rincee au PBS sous agitation. Les membranes des cellules etaient 
lysees avec du Triton X-100 (Sigma) 0,2% pendant 5 minutes et la lame une fois de 
plus rincee au PBS. Par la suite, les cellules subissaient une denaturation au HC1 4M 
pendant 15 minutes et la lame etait bien rincee, sous agitation, au PBS, afin de 
neutraliser le pH. Les sites non specifiques etaient bloques avec lOOul de tampon 
d'incubation (bouteille #3, incubation buffer, In Situ Cell Proliferation Kit FLUOS, 
Roche) par case pendant 10 minutes. Subsequemment, une quantite suffisante de 
l'anticorps anti-BrdU (bouteille #2, anti-BrdU-FLUOS, In Situ Cell Proliferation Kit 
FLUOS, Roche) 1 :10 avec le tampon d'incubation couvrait le specimen a 1'obscurite 
pour 45 minutes a la temperature de la piece. La lame etait ensuite rincee a Pobscuritd, 
sous agitation, au PBS et les noyaux marques au DAPI (Abeam) 1 : 500 000 dans 
l'eau nanopure pendant une minute et rincee encore au PBS a l'abri de la lumiere. 
Ensuite, la lame etait montee avec du milieu de montage de glycerol-PBS (9:1) 
contenant 0,1% de para phelylene diamine (Johnso et Nogueira Araujo, 1981) deja 
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prepare et conserve a -80°C. Enfin, les cellules proliferatives etaient observees au 
microscope a fluorescence (DMRXA; Leica) a 488nm afin de visualiser le FITC et a 
340nm pour le DAPI. 
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Ill- RESULTATS 
1. Extraction du collagene marin 
Ce n'est pas d'hier que des travaux de recherche sont menes afin d'extraire le 
collagene de la peau d'animaux. Certaines techniques utilisent des extraits salins bruts 
en solution acide afin de precipiter le collagene de la peau du cochon d'Inde (Gross et 
al., 1955). L'aspect negatif de cette technique est en fait son irreversibilite. En effet, 
une fois chauffee, la solution saline ne peut pas redissoudre le collagene deja precipite. 
Une autre methode d'extraction connue vise plut6t a faire pr6cipiter le collagene au 
moyen d'acide ac&ique et de pepsine, suivi d'une separation par precipitation saline 
similaire a la technique precedente (Ruangpanit et al., 2001). 
Un autre moyen connu d'extraire le collagene de queue de rat est par lyophilisation. 
Plus complexe mais moins denaturant que les precedentes, cette nouvelle facon 
d'extraire le collagene est basee sur le principe de sublimation, soit le passage direct 
de la matiere solide a l'etat gazeux, sans passer par la phase liquide. Une fois sous 
forme de poudre, le collagene est solubilise a l'aide d'acide acetique, centrifuge, 
degaze et finalement sterilise afin d'6tre utilise en culture cellulaire (Rajan et al., 
2007). 
Enfin, un procede different, tenu confidentiel par la compagnie Biocean Novatech 
(secret industriel), elabore" par les docteurs Adrien Beaudoin et Ouhida Benrezzak a 
permis de mettre au point un protocole capable d'extraire le collagene de peaux de 
poissons d'eau chaude, tel que le Tilapia. Cette nouvelle technique, contrairement aux 
anciennes, permet d'obtenir un collagene (Figure 6) qui se dit natif, puisqu'elle 
n'altere en rien la structure proteique du collagene extrait. 
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Figure 6: Collagene natif marin polymerise 
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2. Analyse de la purete du collagene marin 
2.1. Densitometrie 
La purete de quelques differents collagenes en solution presents sur le marche a ete 
analysee par densitometrie, afin de comparer la purete du collagene natif marin a ces 
derniers. L'analyse revele une purete de 1'ordre de 96% (Tableau 6) pour le collagene 
natif marin, de la compagnie Biocean Novatech. Pour leur part, la purete des 
collagenes marins des compagnies Vincience, Croda et Gattefosse sont de 1'ordre de 
0%, 60% et 68% respectivement, alors que les collagenes de peau de veau et celui de 
la queue de rat en poudre, tous deux de la compagnie Sigma obtiennent une purete 
d'un peu plus de 80% (Tableau 6). . 
Tableau 6: Comparatif de la purete de divers collagenes par analyse de leur 
densitometrie 
Compagnie 
Vincience 
Croda 
Gattefosse 
Sigma 
Sigma 
Biocean Novatech 
Produit 
Collagene marin 
Collagene marin 
Collagene marin 
Collagene de peau de veau 
Collagene de queue de rat 
Collagene natif marin 
Purete 
0% 
60% 
68% 
86% 
80% 
96% 
2.2. Migration sur gel polyacrylamide 
Afin de separer le contenu proteique et d'eValuer le degr6 de purification du collagene 
contenu dans les differentes solutions de collagene enumerees precedemment, ces 
dernieres ont ete soumises a une electrophorese sur gel de polyacrylamide 8%. Une 
coloration au bleu de Coomassie a permis de reveler les differentes proteines fixees a 
Pinterieur du gel et de comparer la presence des chaines alpha de collagene, entre les 
solutions analysee, ayant un poids moleculaire oscillant entre 226 kDa et 157 kDa 
37 
(Figure 7). Bien qu'une coloration a l'argent aurait permis une meilleure 
caracterisation des contaminants presents en solution, nous avons opte pour une 
coloration au bleu de Coomassie dans le but de mettre en evidence la purete des 
diverses solutions de collagene. 
Tel que prevu, la solution de collagene marin de la compagnie Vincience (Figure 7A) 
ne contient aucune chaine de collagene, alors que celle de la compagnie Croda (Figure 
7B) et Gattefosse (Figure 7C) contiennent toutes deux les chaines alpha de collagene, 
sous forme de triple-helice ou de double-helice, mais egalement plusieurs proteines 
inconnues, ainsi que des produits contaminants et/ou de degradation, situes sous la 
barre des 150kDa. Pour sa part, le collagene de peau de veau de Sigma (Figure 7D) ne 
pr£sente pas la triple-helice de collagene, seule la double helice est d^tectee. Bien que 
la solution de collagene de queue de rat de la compagnie Sigma (Figure 7E) contienne 
autant la proteine sous sa forme complete de double-helice, il est a noter que cette 
solution est celle qui contient le plus de proteines degradees et/ou de contaminants. 
Enfin, la migration des proteines contenues dans la solution de collagene de peau de 
poissons de la compagnie Bioc6an Novatech, dont 1'analyse de la purete 
densitometrique a atteint les 96% (Figure 7F) et 100% (Figure 7G), permet de 
visualiser clairement la composition exclusive de la solution en collagene, autant sous 
la forme de double que de triple-helice, ainsi que l'absence de produits de degradation 
et de contaminants. 
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Figure 7: Migration sur gel acrylamide 8% de differentes solutions de collagene 
colorees au Bleu de Coomassie 
B C D E F G 
226 kDa 
(triple helice alpha) 
157 kDa 
(double helice alpha) 
Legende: 
A : Collagene marin de la compagnie Vincience 
B : Collagene marin de la compagnie Croda 
C : Collagene marin de la compagnie Gattefosse 
D : Collagene de peau de veau de la compagnie Sigma 
E : Collagene de queue de rat de la compagnie Sigma 
F : Collagene marin de la compagnie Biocean Novatech (lot: RA-05328-4C) 
G : Collagene marin de la compagnie Biocean Novatech (lot: RA-05336-4) 
2.3. Evaluation de la presence de mycoplasme 
Avant meme de proceder a la caracterisation du collagene marin, en tant que matrice 
de culture, nous devions evaluer la possibility que ce dernier contienne des 
mycoplasmes transmissibles aux cellules en culture. C'est done en amplifiant un 
fragment connu d'ARN. mycoplasmique, via la technique du PCR (Stratagene's 
MycoSensor PCR Assay Kit), qu'il nous a ete possible de constater l'absence de 
mycoplasme dans chacun des echantillons testes. 
Sur cette copie du gel d'agarose (Figure 8), il possible d'observer qu'effectivement, 
les cellules cultivees pendant sept jours sur du collagene marin (Figure 8; 2) ou du 
collagene marin traite a Pethanol 70% pendant 30 minutes (Figure 8; 3), ou du 
collagene de la queue de rat de Sigma (Figure 8; 4) ne presentent pas !e fragment 
d'ARN de mycoplasme. Le controle positif contenu dans le cinquieme puit (Figure 8; 
5) demontre que le fragment d'ARN de mycoplasme a ete amplifie et migre a une 
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hauteur de 250pb. D'autre part, un controle interne indique que la reaction du PCR a 
effectivement fonctionn^e vu la presence du fragment a 500pb (Figure 8; 6) et que 
Pechantillon evalue n'interfere pas avec la reaction en chaine du PCR (Figure 8; 7). 
Figure 8: Migration sur gel d'agarose 1,5% de cellules epitheliales intestinales 
cultivees sur differentes matrices de collagene 
1- Marqueur de poids mol6culaire 
2- Collagene marin 
3- Collagene marin traits a l'£thanol 70% 30minutes 
4- Collagene de queue de rat 
5- Contr61e positif ' 
6- Internal 
7- Internal & Collagene marin 
3. Comparaison de l'adhesion des cellules HIEC selon la matrice de 
collagene utilisee 
3.1 Observation de differences morphologiques chez les cellules HIEC 
cultivees sur le collagene de queue de rat par rapport a celles cultivees 
sur le collagene natif marin 
Ces essais avaient pour but de determiner 1'impact des deux diff6rentes matrices de 
collagene, de queue de rat ou natif marin, sur la morphologie et le comportement des 
cellules HIEC en culture, compare a un petri de plastique standard. 
Apres une heure d'incubation, les cellules deposees sur le plastique (Figure 9; 1A) ne 
se sont pas etalees. Cette situation, a laquelle nous nous attendions, demontre bien, 
lorsque nous comparons la morphologie des cellules deposees sur le collagene de 
queue de rat (Figure 9; 3A) et le collagene natif marin (Figure 9; 5A), Pinfluence que 
possede le collagene, quel que soit sa provenance, sur sa capacite a augmenter la 
cinetique de l'adhesion et de l'etalement des cellules. 
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II nous a egalement ete possible de constater que le collagene natif marin semble 
perdre ses propriety d'adhesion, une fois filtre. Effectivement, le profil de l'adhesion 
des cellules sur le collagene natif marin filtre (Figure 9; 4A) est tres similaire a celui 
obtenu avec le petri sans collagene (Figure 9; 1A), apres une heure. Les cellules 
conservent une forme circulaire et ne s'etalent pas. Nous suspectons que la filtration 
du collagene natif marin a pour effet de reduire la concentration du collagene dans la 
preparation. 
Les cellules ensemencees pendant une periode de 24 heures, tant sur le collagene de 
queue de rat (Figure 10; 2B et 3B), que sur le collagene natif marin (Figure 10; 4B et 
5B), adoptent un aspect plus effile par rapport a celles sur le plastique (Figure 10; IB). 
De plus, le nombre de cellules presentent sur le collagene de queue de rat filtre (Figure 
10; 2B) semble etre augmentee, par rapport au meme collagene non-filtre (Figure 10; 
3B). La filtration de la solution de collagene rat aurait menee a Pelimination de macro-
particules nuisant a l'adhesion cellulaire, ce qui expliquerait cette plus grande 
concentration de cellules sur le collagene de rat filtre par rapport au non-filtre. 
Contrairement au collagene de queue de rat, le collagene natif marin de m6me 
concentration, perd sa capacite d'adhesion, une fois filtre (Figure 10; 4B). Dans cette 
situation, la filtration pourrait avoir un effet nefaste sur la composition de la solution 
de collagene natif marin ou Phydrophobicite du filtre lui-meme pourrait etre a 
Porigine de la perte de collagene. Pendant la filtration, les fibres de collagene non 
denaturees, qui sont bien polymerisees sous forme de fibrilles et done de plus grande 
taille, que celles contenues dans la solution de collagene de queue de rat, pourrait 
egalement demeurer prises dans le filtre. Ainsi, nous en deduisons que la quantite de 
fibres de collagene depos6es dans le petri est inferieure a la solution qui n'a pas ete 
filtree. 
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Figure 9: Micrographie a contraste de phase d'un essal d'adhesion representatif 
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Les cellules ont 6te ensemencees sur du plastique (1), du collagene de queue de rat 
filtre (2), du collagene de queue de rat non-filtre (3), du collagene natif marin filtre (4) 
et du collagene natif marin non-filtre (5). 
La concentration de chacun des collagenes etait de 0,5ug/ml et la filtration a ete 
effectuee a 1'aide d'un filtre Pall 0,45 urn en milieu sterile. 
Apres ensemencement, les cellules etaient incubees pendant 1 heure (A) a 37°C. 
Le facteur de grossissement est le meme pour chacune des images. La barre = 100(a.m. 
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Figure 10: Micrographie a contraste de phase d'un essai d'adhesion representatif 
pendant 24 heures de cellules HIEC sur differentes matrices 
Les cellules ont ete ensemencees sur du plastique (1), du collagene de queue de rat 
filtre (2), 4u collagene de queue de rat non-filtre (3), du collagene natif marin filtre (4) 
et du collagene natif marin non-filtre (5). 
La concentration de chacun des collagenes etait de 0,5^g/ml et la filtration a ete 
effectuee a 1'aide d'un filtre Pall 0,45um en milieu sterile. 
Apres ensemencement, les cellules etaient incubees pendant 24 heures (B) a 37°C. 
Le facteur de grossissement est le meme pour chacune des images. La barre = lOOum. 
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3.2 Tests d'adhesion comparatifs des cellules HIEC selon le 
traitement et la matrice de collagene 
Avant m§me de proceder a revaluation de l'adhesion des cellules HIEC traitees a la 
dexamethasone ou a l'EGF, des tests d'adhesion ont ete realises afin de determiner la 
concentration optimale du collagene a utiliser a titre de matrice en culture. Ainsi, les 
resultats obtenus a la suite de ces essais nous ont permis d'etablir que la concentration 
de collagene permettant Padhesion d'un plus grand nombre de cellules &ait de 
0,5|ig/ml a l,0ug/ml. (Resultats non illustres.) 
Le test d'adhesion qui suit permet de determiner les effets d'un traitement hormonal 
sur Padhesion cellulaire au collagene de queue de rat ou au collagene marin (Figure 
11). Les cellules ont ete traitees sur une peYiode 48 heures avec l'EGF ou la 
dexamethasone et ensuite soumises a un test d'adh6sion sur une periode 16 heures sur 
les matrices de collagenes indiquees. L'adhesion des cellules de chacune des 
conditions 6valuees etait comparee aux cellules adher6es sur du plastique 
prealablement traite au BSA 2% (0% adhesion) vs une courbe standard de 0 - 50 000 
cellules (50 000 = 100% adhesion). Le BSA est utilisee afin de bloquer les sites 
d'adhesion non specifique. L'adhesion optimale des cellules a done ete fixee a Paide 
de cette courbe standard d'adhesion. Lors de ces essais, la presence du collagene n'a 
pas ete verifiee, parce que l'adhesion atteignait 100%. Ce qui suggere effectivement la 
presence de collagene, bien que non confirmee par analyse biochimique ou 
immunologique. 
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Figure 11 : Adhesion des cellules HIEC traitees a la dexarnethasone ou a l'EGF sur 
differentes matrices de collagene 
1500 * * * 
Coll. Rat O^gfrrL 
Col Marin Oftjg/nrL 
Coll.RatiP(j^rrL 
HUD Coll. Marin 1 jOpg/mL 
SansEGF 5ngfrrt_EGF 20ng/mLEGF DexalpM N=3 
Les valeurs represented la densite optique moyenne des cellules colorees au crystal 
violet de trois experiences independantes. Une difference statistique entire le nombre 
de cellules adherees aux collagenes a ete deceive pour les cellules cultivees sans EGF 
et avec 5ng/ml d'EGF, ind6pendamment du type de collagene utilise. (*** p< 0,001 
ANOVA , test-t et test de Mann-Whitney). 
Des essais d'adhesion realises anterieurement dans notre laboratoire (Auclair J., 2005) 
ont demontre une augmentation deT adhesion des cellules HIEC a la laminine-1 et 2 
lorsque ces dernieres etaient traitees a la dexarnethasone et une diminution de leur 
adhesion lorsque les cellules etaient cultivees dans un milieu supplemente a l'EGF. 
Pour notre part, nous voulions repeter ce phenomene d'adhesion sur une matrice de 
collagene et verifier si 1'utilisation du collagene de queue de rat ou marin avait un effet • 
different sur Padhesion des cellules. 
Les resultats obtenus dans notre etude confirment le comportement des cellules HIEC 
deja observe. En effet, Paugmentation de la concentration d'EGF contenu dans le 
milieu de culture entraine la diminution de Padhesion des cellules HIEC et la 
dexarnethasone amene une augmentation marquee de Padhesion des cellules a pres de 
100% d'adhesion, independamment du type et de la concentration du collagene 
utilisee. Malgre une legere exception, il est possible d'observer que les cellules HIEC 
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adherent de maniere equivalente sur le collagene de queue de rat et le collagene marin. 
Malgre tout, on ne peut exclure que l'effet differentiel des deux collagenes pourrait 
etre du a Taction du BSA sur un site de reconnaissance cellulaire specifique au 
collagene. 
3.3 Effet de I'EGF et des glucocorticoides sur ['expression proteique 
des sous-unites a l , a2 et pi des integrines dans les cellules HIEC 
selon le type collagene utilise en tant que matrice cellulaire 
L'augmentation de ^expression de la sous-unite integrine al par les cellules HIEG 
cultivees sur du plastique en presence de dexamethasone, ainsi qu'une reduction de la 
sous-unite a.2 lorsque le milieu de culture etait supplements a l'EGF ont deja 6te mis 
en evidence lors de travaux anterieurs (Auclair J., 2005). Au cours de cette presente 
6tude, il nous a ete possible de conflrmer le ph^nomene lorsque ces memes cellules 
HIEC etaient cultivees sur du collagene de queue de rat ou marin (Figure 12). 
Bien que les resultats obtenus ne donnent aucune difference statistique entre les 
cellules cultivees sur le collagene de queue de rat et celles cultivees sur le collagene 
natif marin, ces dernieres ont une tendance a exprimer plus fortement la sous-unite 
integrine a l (Figure 13), ce qui n'est pas le cas pour les sous-unite a2 (Figure 14) et 
PI (Figure 15). 
De plus, les resultats obtenus dans cette portion de l'etude n'ont pu etre r£pete (lysats 
introuvables), ce qui explique l'absence des barres d'erreur pour les Figures 13 et 14. 
Afin de proceder a l'analyse de ces resultats, sous les conseils des statisticiens, nous 
avons effectue une comparaison de 1'ensemble des quatre traitements des cellules 
cultivees sur un collagene versus les memes traitements sur l'autre type de collagene. 
Par le fait meme, le phenomene observe pour a l devrait encore etre reproduit au 
moins une fois pour qu'il soit confirme. 
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Figure 12 : Immunodetection de type Western pour les sous-unite al , a2 et pi des 
integrines 
Analyse Western representative pour 1'expression d'integrines dans les cellules HIEC 
cultivees sans EGF (1), sans traitement (2), traitees pendant 48 heures avec 20ng/ml 
d'EGF (3) ou 0,1 uM de dexamethasone (4), sur du collagene de queue de rat (A) ou 
du collagene natifmarin(B). 
La detection des sous-unites a l , a2 et (31 des integrines a &e effectuee par l'utilisation 
d'anticorps specifiques. Les proteines (100|ig/puit) ont ete separees par SDS-PAGE 
sous des conditions reductrices. 
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Figure 13: Expression relative de la sous-unite a l selon le traitement et la matrice de 
collagene evaluee 
Expression relative de la sous-unite a l 
NS 
mm Sans EGF rat 
<mM 5ng/ml EGF rat 
^m 20ng/ml EGF rat 
• i D e x a 1pM rat 
F = l Sans EGF marin 
Emu 5ng/ml EGF marin 
^ ^ 20ng/ml EGF marin 
wzn Dexa 1 |jM marin 
Quantification relative de l'expression des sous-unites de type integrine a l et a2. 
Immunobuvardage de type Western pour l'expression d'integrines dans les cellules 
HIEC cultivees sans EGF (1), sans traitement (2), trait6es pendant 48 heures avec 
20ng/ml d'EGF (3) ou 0,1 uMde dexamethasone (4), sur du collagene de queue de rat 
(A) ou du collagene natif marin (B). 
Les quantites relatives ont &e determinees par rapport a l'expression de la sous-unite 
integrine pi. 
Les valeurs representent l'expression moyenne de la sous-unite integrine al d'une 
experience. Aucune difference statistique n'a pu etre decelee entre les cellules 
cultivees sur le collagene de queue de rat ou le collagene natif marin, independamment 
du traitement (NS 0,1> p >0,05 test-t et test de Mann-Whitney). 
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Figure 14 : Expression relative de la sous-unite oc2 selon le traitement et la matrice de 
collagene evaluee 
Expression relative de la sous-unite a2 
2,5H 
2,0-
C1.5-
1,0" 
0,5H 
0,0-
_HS_ 
1A 
E H Sans EGF rat 
• • 5ng/ml EGF rat 
HS3 20ng/ml EGF rat 
• • Dexa 1 (JM rat 
F=\ Sans EGF marin 
nun 5ng/ml EGF marin 
^S20ng/ml EGF marin 
'E5?a Dexa 1pM marin 
2A 3A 4A 1B 
Quantification relative de l'expression des sous-unites de type integrine a l et a2. 
Immunobuvardage de type Western pour l'expression d'integrines dans les cellules 
HIEC cultivees sans EGF (1), sans traitement (2), traitees pendant 48 heures avec 
20ng/ml d'EGF (3) ou 0,1 uM de dexamethasone (4), sur du collagene de queue de rat 
(A) ou du collagene natif marin (B). 
Les quantites relatives ont ete determinees par rapport a l'expression de la sous-unite 
integrine pi. 
Les valeurs representent l'expression moyenne de la sous-unite integrine a2 d'une 
experience. Aucune difference statistique n'a pu etre decelee entre les cellules 
cultivees sur le collagene de queue de rat ou le collagene natif marin, independamment 
du traitement (NS p >0,5 test-t et test de Mann-Whitney). 
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Figure 15: Expression relative de la sous-unite pi des integrines selon le traitement et 
la matrice de collagene evaluee 
Expression relative de la sous-unite pi 
I Sans EGF rat 
g^a 5ng/ml EGF rat 
mm 20ng/ml EGF rat 
• • Dexa 1 (JM rat 
1=1 Sans EGF marin 
arm 5ng/ml- EGF marin 
^^^20ng/ml EGF marin 
EZZfl Dexa 1pM marin 
"I "" T r 
1A 2A 3A 
Quantification relative de l'expression de la sous-unite integrine pi. 
Immunobuvardage de type Western pour l'expression d'integrines dans les cellules 
HIEC cultivees sans EGF (1), sans traitement (2), traces pendant 48 heures avec 
20ng/ml d'EGF (3) ou 0,1 uM de dexamethasone (4), sur du collagene de queue de rat 
(A) ou du collagene natif marin (B). 
Les quantites relatives ont ete determinees par rapport a l'expression de la keratine 18. 
Les valeurs representent l'expression moyenne de la sous-unite integrine pi ± SEM de 
deux expdriences independantes. Aucune difference statistique n'a pu etre decelee 
entre les cellules cultivees sur le collagene de queue de rat ou le collagene natif marin, 
independamment du traitement (NS p>0,1 ANOVA, test-t et test de Mann-Whitney). 
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4. Analyse du potentiel de differenciation des cellules HIEC sur les 
diffe rents types de collagene 
Ce nouvel essai avait pour but de determiner 1'influence, non seulement de la matrice 
de collagene de queue de rat ou de collagene natif marin, mais aussi du facteur de 
croissance EGF et de la dexamethasone, sur la differenciation cellulaire. L'expression 
du marqueur de differenciation DPPIV est a la limite de la detection pour chacun des 
extraits proteiques analyses (figure 16). Comparees au temoin positif (figure 16; 5), les 
cellules Caco-2/15 a confluence se differencient et expriment de facto la proteine 
DPPIV, les HIEC traitees (figure 16; 2, 3 et 4) ou non (figure 16; 1) et cultivees sur du 
collagene de queue de rat (figure 18; A) ou du collagene natif marin (figure 16; B) 
n'entament pas de processus de differenciation et le niveau d'expression du marqueur 
proteique DPPIV demeure tres faible pour toutes les conditions testees. 
Figure 1.6: Immunodetection de type Western pour la proteine de differenciation DPPIV 
Collagene de queue de rat 
«%tei& •*»»«#•-"aSSfe** -Js*** 
1A 2A 3A 4A 
1: HIEC 5ng/ml EGF 
2: HIEC sans EGF 
3:HIEC20ng/mlEGF 
4:HIECluMDexa 
5: Caco-2/15 10 jours post-confluence 
Immunobuvardage de type Western pour le facteur de differenciation DPPIV dans les 
cellules HIEC cultivees sans traitement (1), sans EGF (2), traitees pendant 48 heures 
avec 20ng/ml d'EGF (3) ou 0,1 uM de dexamethasone (4), sur du collagene de queue 
de fat (A) ou du collagene natif marin (B). 
La detection du dipeptidyl-peptidase IV (DPPIV) a 6t6 effectuee par l'utilisation d'un 
anticorps specifique. Les proteines (lOOug/puit) ont ete separees par SDS-PAGE sous 
des conditions reductrices. 
Collagene natif marin 
DPPIV 
Keratine-18 
IB 2B 
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5. Evaluation de la proliferation des cellules HIEC traitees a l'EGF ou 
a la dexamethasone cultivees sur differentes matrices de collagene 
La detection des cellules proliferatives en milieu de culture a ete~ realisee grace a 
F incorporation de bromodeoxyuridine (BrdU), un nucleoside de synthese, analogue a 
la thymidine, qui s'incorpore a l'ADN cellulaire nouvellement synthetise, lors de la 
phase S du cycle cellulaire. En utilisant un anticorps specifique, couple a un 
fluorophore, dirige contre le BrdU, il devient alors possible de detecter les cellules en 
proliferation en microscopie a fluorescence, puisque celles-ci apparaissent en vert, 
alors que les autres cellules non proliferatives apparaissent en bleu, du au marquage 
parleDAPI. 
De maniere generate, la proliferation des cellules HIEC est significativement diminuee 
lorsque les cellules sont cultivees sur le collagene natif marin (Figure 17B et Figure 
18). L'effet est d'autant plus notable, alors que les cellules sont cultivees en presence 
de faibles doses d'EGF (Figure 18). D'autre part, la proliferation des cellules en 
presence de concentration elevee d'EGF ou de dexamethasone (Figure 18) n'est pas 
significativement affected par le type de collagene sur lequel ces dernieres ont ete 
ensemencees. 
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Figure 17: Microscopie a immunofluorescence des cellules HIEC proliferatives 
Cellules HIEC cultivees sans EGF (1) ou en presence d'une concentration de 20ng/ml 
d'EGF (2) sur du collagene de queue de rat (A) ou du collagene natif marin (B). 
Un nombre identique, c'est-a-dire 50 000 cellules ont ete ensemencees dans chacune 
des cases d'un lab-tek. Ces dernieres ont ete traitees avec le facteur approprie pendant 
48 heures, apres quoi elles ont subi une incorporation au BrdU pendant 4 heures. 
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Figure 18: Pourcentage de cellules HIEC proliferatives selon le traitement et le type de 
collagene 
Proliferation des cellules HIEC en fonction du 
traitement et du type de collagene 
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Le pourcentage de cellules proliferatives a pu etre quantifie manuellement, grace au 
marquage des noyaux des cellules proliferatives par le BrdU et de toutes les autres 
cellules en etat non proliferatif par le DAPI (4',6' Di Amidino-2-Phenyl Indole). 
Les valeurs representent la moyenne des cellules marquees au BrdU ± SEM de trois 
experiences independantes en triplicata. Des differences statistiques entre le nombre 
de cellules proliferatives cultivees sur le collagene de queue de rat ou le collagene 
natif marin ont ete decelees pour les cellules cultivees sans EGF, avec 5ng/ml d'EGF 
et independamment du traitement (*** p< 0,001; ** p<0,01; * p<0,05 ANOVA et test-
t). 
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IV-DISCUSSION 
1. Le collagene marin 
Le collagene marin utilise au cours de cette etude etait extrait par la compagnie 
Biocean Novatech, a partir de peaux de poisson de la famille des cichlidees, le Tilapia. 
L'origine non mammifere de ce nouveau collagene est tres prometteuse puisqu'elle 
limite les risques de contaminations humaines de maladies a prions. En effet, les 
encephalopathies spongiformes subaigues transmissibles (ESST), dont la tremblante 
du mouton et Tencephalopathie spongiforme bovine (vache folle) apparaissent chez 
differentes especes animales dont le mouton, la vache, la chevre, le vison, le chat, de 
meme que chezThumain (maladie de Creutzfeldt-Jacob), causent de graves problemes 
de sante (Myers et al., 1998). 
1.1. Generalites et applications 
Le collagene marin se dit natif, puisqu'il conserve ses proprietes physiologiques, 
contrairement aux autres collagenes deja commercialises par certaines compagnies de 
biotechnologie, tels que le collagene de peau de boeuf, de peau de veau et de queue de 
rat, qui utilisent 1'ebullition comme maniere d'extraction du collagene, deteriorant 
ainsi la structure proteique du collagene, le reduisant ainsi a une simple gelatine. 
Le collagene marin est egalement un collagene soluble, puisqu'il est forme de 
minuscules fibres de collagene capables de retenir beaucoup d'eau, contrairement aux 
collagenes insolubles formes de longues fibre de collagene, telles qu'on les retrouve 
dans le derme des peaux matures, qui perdent leur teneur hydrique et par le fait meme 
leur allure galbee (Goldberg, 2009). 
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Bien que nous aillions utilise le collagene marin en culture cellulaire afin de former 
une matrice, la n'est pas son seul champ d'utilisation prevu. Vu ses qualitesdistinctes, 
le collagene marin est voue" a plusieurs autres volets d'application. Tout d'abord, dans 
le domaine pharmaceutique, ce collagene pourra servir de composante a la fabrication 
de gelule (Friess, 1998), qui encapsule le principe actif medicamenteux, jusqu'a sa 
liberation gastrique. Puisqu'il est totalement comestible et considere non pas comme 
etant un additif, mais bien comme un ingredient, il deviendra d'autant plus interessant 
d'utiliser le collagene marin par 1'Industrie alimentaire, comme agent gelifiant dans 
l'elaboration de maints produits alimentaire. Ensuite, dans la sphere de la 
cosmetologie, le collagene marin sert deja d'hydratant et a combler les rides en 
application epidermique locale ou de maniere plus invasive au niveau du derme 
(Bukvic Mokos et Lipozencic, 2009). Le collagene marin sera aussi utile dans la 
fabrication d'implants. Que ce soit en ophtalmologie, pour creer des lentilles 
corneennes biodegradables (Kamiya et al., 2009), en orthopedique, pour aider a la 
regeneration osseuse (Oliveira et al., 2009) lors de fractures ou en dentisterie, dans le 
but d'initier l'agregation plaquettaire (Sun et al., 2009), lors de saigriements buccaux. 
Dans un meme ordre d'idees, le collagene marin pourra egalement entrer dans la 
composition des diachylons, puisqu'il aide a la reparation et a la cicatrisation 
dermique, alors que dans le repute domaine chirurgical, le collagene servira plutot de 
colle lors de suturation de plaies. De maniere plus avant-gardiste, le collagene est un 
substrat de choix pour la generation de peau artificielle en laboratoire (Nastasescu et 
al., 2008), qui pourrait servir a des greffes de peau pour les grands bmles et de limiter 
l'utilisation d'animaux lors d'essais d'irritation cutane lie au savori, au shampoing et 
au parfum. Bien que l'elaboration d'un bon nombre de ces applications vouees au 
collagene marin soient toujours a l'etat primitif et qu'il ne s'agit que de resultats 
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preliminaires, il n'en reste pas moins que le. collagene marin pourrait devenir un 
substrat de choix dans plusieurs domaines biotechnologiques. 
1.2. Les proprietes physico-chimiques 
Le collagene marin est un collagene acido-soluble et possede une purete de 1'ordre de 
96%. Ce qui est nettement superieur au collagene de queue de rat produit sous forme 
de poudre par la compagnie Sigma, qui atteint 80% de purete, alors que le collagene 
de peaux de veau de cette mSme compagnie possede une purete d'a peine 20% s'il est 
en solution et de 86% s'il subit une dessiccation en poudre (Tableau 6). 
1.3. Les proprietes demontrees 
Depuis son invention, quelques etudes de recherche et de developpement ont ete 
men6es, sur ce collagene marin, dans le but de demontrer ses nombreuses proprietes et 
applications. Premierement, ses proprietes hydratantes ont ete demontrees en 
cosmetologie lors d'une etude menee en collaboration avec la compagnie Dermolab 
Pharma. Des tests cutanes menes aupres de 100 patients ont demontre" un important 
apport hydrique amene par le collagene, au niveau de Pepiderme, vu sa composition 
quasi exclusive en eau. Lors de cette meme etude, il a egalement ete possible de 
confirmer que le collagene marin est ni allergene ni immunogene et de demontrer sa 
capacite a regenerer le tissus sous-jacent (Biocean Novatech, donnees non publiees). 
Deuxiemement, ses proprietes d'adhesion et de proliferation ont ete etablies lors 
d'essais realises en culture cellulaire a l'aide de fibroblastes et de cellules 
epidermiques de prepuce humain. Cette demarche a permis de conclure qu'il est 
possible de creer, avec le collagene marin, une matrice et que celle-ci semble etre un 
excellent support a l'adherence et a la croissance de cellules de mammiferes (Biocean 
Novatech en collaboration avec le Pr Benoit Chabot de PUniversite de Sherbrooke, 
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donnees non publiees). Troisiemement, ses proprietes d'agent agregeant des plaquettes 
ont egalement 6t€ testees par le biais d'une etude de cinetique de la coagulation 
sanguine. Suite a cette etude, il a ete possible de conceder, au collagene marin, un 
autre role, soit celui de reparateur cellulaire et tissulaire, vu sa capacite demontree 
d'arreter le saignement (Biocean Novatech en collaboration avec le Pr Jean Sevigny de 
1'Universite Laval, donnees non publiees). Ces proprietes demontrees du collagene 
marin sont en fait qu'une premiere serie de donnees. II vaudrait la peine d'amplifier le 
nombre d'essais realises, valider les resultats obtenus avec des cellules epidermiques 
et d'autres modeles cellulaires. Finalement, plusieurs autres proprietes du collagene 
marin n'ont pas encore ete" etudiees. D'une part, ses proprietes mecaniques, elastiques, 
de merae que son ultrastructure et son organisation moleculaire, devront etre analysees 
a 1'aide de la microscopie electronique, alors que son degre de penetrabilite devra, 
d'autre part etre evalue grace a des applications cutan6es du collagene marin auquel un 
fluorofore aura pr^alablement ete couple. 
1.4. Les raisons qui ont menees I'etude 
Etant donn6 que les essais preliminaires de culture realises precedemment par la 
compagnie Biocean Novatech, a partir de fibroblastes et de cellules epidermiques 
s'annoncaient prometteurs, nous avons decide d'analyser les interactions entre des 
cellules epitheliales intestinales cultivees sur le collagene marin, et de comparer ces 
interactions avec les memes cellules intestinales cultivees sur un collagene de queue 
de rat deja commercialise et amplement utilise" en laboratoire. Etant donne que le 
collagene marin est a l'6tat natif, contrairement au collagene de queue de rat qui lui est 
denature, note hypothese etait que cette forme de collagene marin demontrerait des 
proprietes particulieres d'adhesion, de proliferation et de differenciation sur les 
cellules intestinales. 
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2. Selection du modele cellulaire en vue de l'etude du collagene marin 
L'epithelium intestinal est un systeme interessant pour 1'analyse des interactions 
cellule-matrice, qui tient compte de l'etat de differenciation cellulaire au sein de 
l'organe intact (Beaulieu, 1997). II est a noter que cet epithelium subit un 
renouvellement rapide et constant, de cellules proliferatives et differenciees bien 
localisees au niveau de la crypte et de la villosite, respectivement. Cependant, les 
proprietes morphologiques et fonctionnelles de l'axe crypte-villosit6 relevent 
majoritairement des enterocytes matures, ce qui les distinguent clairement des cellules 
de la crypte (Leblond, 1981; Louvard et al., 1992; Menard et Beaulieu, 1994 et 
Beaulieu, 1997b). La regulation de la proliferation et de la differenciation des cellules 
intestinales est soumise a plusieurs influences le long de l'axe crypte-villosite (Boyle 
et Brenner, 1995 et Podolsky et Babyatsky, 1995), incluant les differentes interactions 
cellule-matrice (Beaulieu, 1997 et Beaulieu, 1997b). Ainsi, l'analyse de la sous-unite 
pi des integrines, exprimee par les cellules epitheliales de Pintestin grele humain, a 
permis d'illustrer des patrons d'expression sp6cifiques pour plusieurs integrines, dont 
oc2pi, a3pi et la sous-unite a6 (MacDonald et al., 1990; Beaulieu, 1992 et Beaulieu 
etVachon, 1994). 
2.1. Le choix de la lignee cellulaire 
Puisque le patron d'expression de plusieurs integrines est affecte selon la localisation 
des cellules au niveau de l'axe crypte-villosite, il etait important de choisir le modele 
cellulaire a partir duquel nous pourrions evaluer plusieurs fonctions cellulaires et qui 
serait en mesure de mimer le plus fidelement possible une relation cellule-matrice, ou 
la matrice sera representee par le collagene marin ou de queue de rat. 
D'une part, la lignee cellulaire Caco-2/15, qui est issue d'un adenocarcinome de colon 
humain, est un clone stable issue de la lignee cellulaire parente Caco-2 (Pinto et al., 
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1983) et a 6te tres bien caracterisee (Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et Beaulieu, 
1992 et Vachon et al., 1996). Ces cellules sont uniques, puisque lorsqu'elles atteignent 
la confluence, elles entament spontanement un processus graduel de differentiation 
similaire au phenomene observe au niveau de 1'epithelium de l'intestin grele et du 
colon foetal humain (Menard et Beaulieu, 1994 et Zweibaum et Chantret, 1989). 
D'autre part, la lignee cellulaire epitheliale intestinale humaine cryptale indifferenciee 
HIEC-6 a ete gener£e a partir d'intestin grele foetal humain (Perreault et Beaulieu, 
1996). Ces cellules expriment un bon nombre de marqueurs cellulaires de la crypte 
intestinale, mais aucun de la villosite. Ce qui fait qu'elles sont considerees comme 
etant des cellules tres peu differenciees issues de la crypte intestinale (Perreault et 
Beaulieu, 1996 et Quaroni et Beaulieu, 1997). De plus, de recentes Etudes menees a 
notre laboratoire ont permis de demontrer, pour chacune des lignees cellulaires 
enum6rees ci-haut, que les quantites relatives du transcrit de la sous-unite a l et a2 des 
integrines sont plus elevens pour les cellules HIEC-6 que pour les cellules Caco-2/15, 
meme a sous-confluence. En plus, 1'analyse prot&que de ces dernieres a revele un 
patron d'expression semblable a celui obtenu pour 1'ARN messager (Auclair, 2005). 
C'est done pour ces raisons que nous avons opte pour l'utilisation de cellules HIEC, 
plutot que les cellules Caco-2 pour mener notre £tude. 
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3. La comparaisdn morphologique des cellules HIEC ensemencees sur 
les differents types de collagene suggere une organisation plus 
structuree du collagene marin 
L'ensemencement des cellules HIEC sur le collagene marin filtre a revele une 
cinetique d'adhesion aussi lente que les cellules ensemencees sur le plastique; alors 
que les cellules ensemencees sur le collagene marin non-filtre et le collagene de queue 
de rat filtre ou non-filtre ont debute leur etalement sur la matrice au cours de la 
premiere heure d'incubation. Ce resultat conduit a des differences notables entre les 
deux collagenes quant a la taille de leurs fibrilles et leur organisation structurale. La 
migration sur un gel polyacrylamide a demontre un poids moleculaire plus eleve du 
collagene marin en solution que du collagene de queue de rat, ce qui suggere une 
organisation plus structuree du collagene marin. Ainsi, la filtration de ce dernier a pu 
conduire a 1'elimination de plusieurs ou de la totalite des fibres de collagene, ce qui 
expliquerait le delai d'activation de l'adhesion des cellules, tel qu'en est le cas pour les 
cellules ensemencees sur le plastique. 
La conformation de la proteine de collagene est sous la forme d'une triple chaine 
polypeptidique enrouldes autour d'un axe commun (Ramachandran et al., 1955; Rich 
et Crick, 1955 et Cowan et al., 1955). Bien que la caracterisation de sa synthese et de 
sa composition en poly-tripeptides soit maintenant mieux definie (Brodsky et al., 
2008), il n'en demeure pas moins que les auteurs s'entendent sur le fait que chacune 
des chaine de collagene est formed a partir d'une sequence peptidique repetee formee 
de la glycine suivie de deux acides amines de Gly-X-Y, ou X et Y peuvent etre 
n'importe quel acide amine, mais beaucoup plus frequemment la proline et 
Phydroxyproline respectivement. L'etude de ces triplets a demontre qu'une succession 
de la sequence (Gly-Pro-Hyp)n, amene une stabilite, un resserrement, une hydratation 
ainsi qu'une hydroxylation de l'helice de collagene, d'ou son importance au niveau C-
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terminal. II a egalement ete souleve qu'une sequence composee de triplets differents a 
la proline et a l'hydroxyproline, tels que (Gly-Ile-Thr-Gly-Ala-Arg-Gly-Leu-Ala) 
entraine un relachement de cette meme helice (Ramshaw et al., 1998). Cet aspect 
detendu, comprime, court ou long de la proteine de collagene ne semble pas affecter sa 
capacite d'interaction avec les differents recepteurs cellulaires. Cependant, la presence 
d'une sequence polypeptidique precise (Figure 4), ayant ete identified pour avoir des 
proprietes biologiques actives, presente au niveau externe de la triple-helice de 
collagene'est essentielle afm de Her les recepteurs cellulaires, tels que les integrines 
(Raynal et al., 2006). 
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4. L'adhesion comparable des cellules HIEC ensemencees sur les 
differents types de collagene suite aux traitements a la dexamethasone 
et au facteur de croissance 
Dans cette etude, il a ete demontre que l'adhesion des cellules HIEC sur le collagene 
de queue de rat et le collagene marin etait quasi identique lorsque ces dernieres etaient 
cultivees dans les memes milieux de culture. Les tests d'adhesion effectues ont permis 
de demontrer que les cellules traitees a l'EGF avaient une affmite de liaison plus faible 
que celles traitees a la dexamethasone et ce, pour les deux types de collagene. De 
maniere generate, l'adhesion semble etre module par l'ajout ou le retrait d'hormones 
dans le milieu de culture, mais non pas par le type de collagene utilise. 
Cette augmentation de l'adhesion des cellules HIEC traitees a la dexamethasone a deja 
et6 observee par notre laboratoire et le phenomene est reproductible sur les matrices de 
laminines-1/2 (Auclair, 2005). Ces observations correlent egalement avec les resultats 
publies par quelques groupes de recherche affirmant que les glucocorticoides sont 
impliques dans l'induction de l'adhesion focale (Leo et al., 2004 et Koukouritaki et 
Lianos, 1999). 
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5. Modulation de l'expression des integrines ocipi et a2pi chez les 
cellules HIEC cultivees sur le collagene de queue de rat ou marin 
selon le traitement hormonal effectue 
Au cours des vingt dernieres annees, il a ete mis en evidence que les cellules 
epitheliales intestinales humaines expriment plusieurs sous-unites a de type integrine 
qui s'associent a la sous-unite pi ou P4, pour former les integrines aipi,a2pl,oc3pi, 
a5pi, a7Bpl, a8pl, a9pi et a6p4. Certaines de ces integrines ne sont exprimees, 
toujours dans l'intestin grele humain, que par les cellules du compartiment cryptal 
(oclpl, faiblement (Lussier et al., 2000), a2pl (Simonneau et al., 1998), a5pl (Pozzi 
et al., 1998 et Wary et al., 1996), <x8pi (Benoit et al. 2009) et a9pl(Desloges et al., 
1998)), d'autres exclusivement par les cellules de la villosite (oc3pi (Beaulieu, 1992) 
et ct7Bpi (Basora et al., 1997)), alors que l'integrine a6p4 (Dydensborg et al., 2009), 
formee de deux variants a6AP4 et a6Bp4, est exprimee respectivement par les 
. cellules prolife>atives de la crypte intestinale et les cellules differenciees de la villosite 
intestinale. In vitro, des etudes ont demontre que certaines integrines sont exprimees 
par les cellules proliferatives HIEC et non par les cellules differenciees Caco-2/15 et 
vice-versa (Beaulieu, 1997), ce qui demontre bien l'implication specifique des 
integrines dans les phenomenes d'adhesion, de proliferation et de migration cellulaire. 
Bien que les resultats obtenus dans ce segment de cette etude n'aient ete rep&6s que 
deux fois, l'analyse de l'expression des integrines oclpl et a2pi par les cellules HIEC 
a permis de suggerer des differences entre les cellules cultivees sur le collagene de 
queue de rat et celles cultivees' sur le collagene marin. En effet, dans les deux 
experiences, nous avons trouve que les HIEC cultivees sur le collagene marin 
expriment deux fois plus de la sous-unite integrine al que les cellules cultivees sur le 
collagene de queue de rat, et ce independamment du traitement subi au facteur de 
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croissance EGF ou a la dexamethasone. Par contre, l'expression de la sous-unite a2 
des integrities n'est pas signiflcativement modulee par le collagene marin par rapport 
au collagene de rat dans ces memes conditions. 
La specificite des integrines analysees pourrait expliquer en partie la diminution de la 
proliferation des cellules HIEC cultivees sur le collagene marin, puisque l'integrine 
a i p i joue un role primordial dans l'adhesion cellulaire. Dans ce cas, le recrutement 
d'ILK (integrin-linked kinase) par la portion cytoplasmique de la sous-unite integrine 
(31 aurait pour but de stimuler, via 1'intermediate des proteines cytoplasmiques, tels 
que les filaments d'actines, eux-memes lies a la taline, l'expression des genes 
impliques dans la regulation de la survie, l'adhesion et la croissance cellulaire. La 
stimulation de la proteine ILK, plutot que FAK, enclencherait des phenomenes 
d'adhesion cellulaire au detriment de la proliferation (Dedhar S., 2000). 
D'une toute autre approche, ces differences d'expression des sous-unites integrines a l 
et a2 par les cellules HIEC cultivees sur des types de collagene differents pourraient 
egalement etre liees a la conformation et a la pr6sence de proteines qui composent la 
matrice. De par cette affirmation, une matrice extracellulaire majoritairement 
composee de fibronectine aurait pour but de stimuler les cellules 6pitheliales a 
exprimer davantage le recepteur integrine cc8pi, puisque la sous-unite a.8 est engagee 
dans la formation de structures adhesives, par son interaction, RGD-dependante avec la 
fibronectine et les molecules du cytosquelette, telle que la taline (Benoit et al., 2009). 
Le comportement des cellules epitheliales cultivees sur une matrice concentree en 
tenascine-C, pourrait etre similaire. Dans un tel cas, l'expression de l'integrine a9(31, 
par les cellules conduiraient a une modulation de la proliferation cellulaire lors du 
developpement et dans la tumorigdnese (Desloges et al., 1998). A noter dans le cas de 
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la sous-unite a.9 que l'EGF exerce un effet inducteur sur l'expression de cette 
integrine pro-proliferative (Desloges et al., 1998). 
Enfm, en ce qui concerne la sous-unite (31, nous avons observe qu'elle est exprimee de 
maniere equivalente pour chacune des conditions de culture analysees et 
indistinctement du type de collagene utilise comme matrice. Cette derniere 
observation correle avec d'autres observations qui montrent que le niveau 
d'expression de la sous-unite integrine 31 demeure stable dans les cellules HIEC 
(Benoit et al., 2009 et Desloges et al., 1998). D'autre part, il se peut que le collagene 
marin ne contienne pas de sequence RGD similaire a celle retrouvee sur la fibonectine, 
ce qui pourrait expliquer son effet differentiel sur la proliferation. II s'agit la d'une 
hypothese additionnelle a verifier. 
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6. Expression du marqueur de differentiation DPPIV chez les cellules 
HIEC cultivees sur les collagenes de queue de rat et marin 
La lignee cellulaire Caco-2 a ete un outil important pour l'etude des cellules 
epitheliales intestinales, et plus precisement pour les cellules intestinales absorbantes 
(Zweibaum et Chanteret, 1989 et Menard et Beaulieu, 1994). En conditions de culture 
normales, les cellules Caco-2 a confluence ont la capacite d'initier un processus de 
differenciation, qui se complete graduellement au cours des vingt-cinq a trente jours 
de culture a post-confluence. A ce moment, la proliferation cellulaire diminue et le 
nombre de cellules atteint une phase stationnaire (Pinto et al., 1983; Zweibaum et 
Chanteret, 1989; Beaulieu et Quaroni, 1991 et Jumarie et Malo, 1991). Par 
consequent, les cellules Caco-2 acquierent graduellement une polarite morphologique 
et demontrent une activite enzymatique marquee autant par l'expression proteique, que 
par l'expression de TARN messager, des hydrolases de la bordure en brosse, qui 
caracterisent les enterocytes de l'intestin grele mature (Pinto et al., 1983; Blais et al., 
1987; Beaulieu et al., 1989; Matsumoto et al., 1990; Beaulieu et Quaroni, 1991 et 
Yoshioka et al., 1991). 
Des etudes au niveau cellulaire ont revele que l'expression des certaines hydrolases, 
telles que la sucrase-isomaltase, la lactase, l'aminopeptidase N et 1'alcaline 
phosphatase est hautement heterogene (Hauri et al, 1985; Rousset et al, 1986; 
Beaulieu et al., 1989; Matsumoto et al., 1990; Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et 
Beaulieu, 1992; Vachon et Beaulieu, 1995 et Howell et al., 1993) parmi les cellules 
Caco-2 cultivees en monocouche de dix a quinze jours post-confluence, alors que ces 
memes cellules expriment le dipeptidylpeptidase IV (DPPIV) de maniere homogene 
(Yoshioka et al., 1991; Howell et al., 1993; Vachon et al., 1993; Chantret et al., 1994 
et Vachon et Beaulieu, 1995). C'est done pour cette raison que nous avons choisi de 
mesurer l'expression du DPPIV, afin d'analyser la modulation de la differenciation 
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chez les cellules HIEC cultivees sur du collagene de queue de rat ou du collagene natif 
marin. II est egalement pertinent de noter que la DPPIV est detectee a de faibles 
niveaux chez les cellules HIEC (Perreault et Beaulieu, 1996). 
Bien que la presence de la proteine DPPIV soit a la limite de la detection pour chacun 
des cas testes, il s'agit de la premiere fois ou l'expression de cette enzyme est detectee 
par immunobuvardage de type western dans les HIEC. Puisque l'expression de cette 
derniere demeure constante peu importe l'ajout de facteurs de croissance (EGF), 
d'hormone (dexamethasone) ou le type de collagene (queue de rat ou marin) sur lequel 
les cellules ont ete cultivees, nous en avons conclu qu'aucun de ces facteurs 
n'induisent la differentiation des HIEC.-
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7. Diminution notable de la proliferation des cellules HIEC cultivees 
sur le collagene marin 
Les essais de proliferation realises, par incorporation au BrdU, au cours de cette etude, 
demontrent une diminution frappante de la proliferation des cellules HIEC lorsque ces 
dernieres sont cultivees sur le collagene marin. Tel qu'attendu, le nombre de cellules 
HIEC cultivees sans EGF sur le collagene de queue de rat en phase proliferative est de 
l'ordre de 27% et augmente directement avec l'ajout de facteur de croissance EGF au 
milieu, pour atteindre un maximum de pres de 40%, alors que le milieu contient 
20ng/ml d'EGF. Cependant, un nombre tres faible de cellules HIEC cultivees sur le 
collagene natif marin entrent en phase S du cycle cellulaire. En effet, alors que le 
milieu de culture ne contient aucun facteur de croissance, le taux de cellules 
proliferatives n'est que d' 1%. Bien que le nombre de cellules proliferatives augmente 
avec l'ajout d'EGF au milieu de culture, celui-ci atteint a peine 20% de cellules 
proliferatives, pour une concentration de 20ng/ml d'EGF dans le milieu. 
Ce phenomene hautement interessant, semble tres recemment avoir attire l'attention 
d'une equipe de recherche de l'Universite de Melbourne en Australie. Malgre le fait 
que l'etude porte sur des fibroblastes du poumon (PFbs), cette meme manifestation 
antiproliferative du collagene fibrillaire a ete observee (Schuliga et al., 2009). L'6tude 
citee demontre que le nombre de fibroblastes etait diminue de 45% lorsque ces 
dernieres 6taient cultivees sur du collagene fibrillaire, plutot que sur son produit de 
degradation, soit le collagene monomerique. De plus, le profil de l'ADN cellulaire 
demontre bien que le collagene fibrillaire est bel et bien anti-proliferatif, plutot que 
pro-apoptotique, puisque le niveau d'ARNm codant pour la cycline E et la cdk2 est 
augmente par les cellules cultivees sur le collagene fibrillaire (Schuliga et al., 2009). 
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L'effet anti-proliferatif du collagene marin ne serait done pas seulement attribuable a 
son origine, mais bel et bien a sa structure trimerique flbrillaire. Tel que souleve au 
cours de 1'introduction, la sous-unite integrine a l a la particularite de Her, via son I-
domaine, la sequence GFOGER presente sur le collagene monomerique de type I 
(Figure 4). Cette meme sequence est egalement presente lorsque le collagene est sous 
la forme d'une fibrille, mais beaucoup moins .accessible du a l'assemblage des 
monomeres de collagenes en fibrille de collagene, pour finalement mener a 
1'agregation des ces fibrilles en une fibre de collagene. 
De plus, Pobservation de la tendance a 1'augmentation de l'expression de la sous-unite 
integrine a l lorsque les cellules sont cultivees sur le collagene natif marin correle avec 
une diminution de la proliferation cellulaire sous les memes conditions de culture. 
Etant donne que 1'integrine al(31 est principalement impliquee dans l'assemblage de 
complexes d'adhesion focaux, cette augmentation de l'adhesion des cellules a la 
matrice de collagene marin expliquerait en partie la diminution de la proliferation 
cellulaire. 
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V-CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
Les resultats obtenus au cours de cette etude ont permis de constater plusieurs 
similitudes entre le collagene natif marin, extrait de peaux de poissons par la 
compagnie Biocean Novatech Inc., et le collagene de queue de rat, commercialise par 
la compagnie Sigma. L'etude de la morphologie, de Padhesion et de la differentiation 
du modele cellulaire HIEC a permis de constater plusieurs ressemblances entre les 
activites biologiques des deux collagenes. Par contre, nous avons demontre une 
importante difference, soit la diminution notable de la proliferation des cellules HIEC 
lorsque celles-ci etaient cultivees sur le collagene marin. 
Nos donnees suggerent egalement que le collagene marin teste dans cette etude etait 
de meilleure qualite que les collagenes fibrillaires retrouves sur le marche" 
actuellement. Les caracteristiques structurales de ce collagene devront 6tre 
approfondies davantage. Bien que cet effet anti-proliferatif du collagene marin sur les 
cellules epitheliales demeure difficile a expliquer, autrement que par l'augmentation 
de Pintegrine ocipi qui semble exercer des effets anti-proliferatifs, le phenomene 
s'avere tres interessant car il pourrait permettre d'identifier un mecanisme pour contrer 
la proliferation cellulaire pathologique. Dans les cas de psoriasis, ou Pepiderme se 
regenere trop rapidement causant une inflammation localised, par exemple, des 
applications locales de collagene marin, directement sur la peau 16see, pourrait aider a 
reduire la proliferation des cellules epidermiques. Une autre utilisation potentielle pour 
le collagene marin serait celle de limiter la cicatrisation hypertrophique, qui survient 
dans certaines conditions pathologiques ou les myofibroblastes ne disparaissent pas a 
la suite de la re^pithelialisation complete d'une blessure ou d'une brulure (Masson et 
al., 2005). Ainsi, Putilisation du collagene marin reduirait la synthese excessive de 
matrice extracellulaire par les myofibroblastes et limiterait le developpement d'un 
tissu tres fibreux. 
En perspective, il serait interessant d'analyser le comportement proliferatif de d'autres 
types cellulaires sur le collagene marin, dans le but de s'assurer que ce comportement 
anti-proliferatif n'est pas confine a Pepithelium intestinal humain. 
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